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RESUMO GERAL

O café é uma das commodities mais negociadas em todo o mundo e apresenta grande
importancia econdmica no Brasil, principal produtor e exportador mundial. No setor cafeeiro,
a pos-colheita do café é relevante por conferir impactos significativos na qualidade quimica e
sensorial da bebida. Nesta etapa, o processo de fermentagdo ocorre de forma espontanea, através
dos microrganismos presentes no fruto e no ambiente. No entanto, devido a falta de controle e
padronizacdo da qualidade, novos métodos para a condugdo da fermentacdo sdo necessarios
para a modulacéo do perfil sensorial da bebida final. O objetivo da pesquisa foi investigar a
diversidade microbiana em diferentes fermentacdes utilizando a mesma metodologia, avaliar o
perfil quimico e sensorial de cafés fermentados em biorreatores, em diferentes regides
produtoras do estado de Minas Gerais, Brasil. Duas cidades no Sul de Minas (Carmo de Minas
e Trés Pontas), uma em Matas de Minas (Lajinha) e outra no Cerrado (Monte Carmelo). Dois
processos foram realizados, café natural e café descascado (CD). A populacdo de bactérias e
leveduras foram avaliadas por plagueamento em superficie. Os compostos quimicos foram
analisados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de *H). A andlise sensorial foi conduzida
pelo método TDS (Temporal Dominance of Sensations). Houve diferenca significativa na
contagem populacional entre os diferentes tempos e entre 0s processamentos. A regido Sul de
Minas apresentou contagens superiores durante a fermentacdo. As leveduras Hanseniaspora
opuntiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia kluyveri, foram detectadas apenas nas cidades de
Carmo de Minas (CM), Trés Pontas (TP) e Lajinha (LAJ), respectivamente. Em Monte Carmelo
(MC), Saccharomyces cerevisiae foi detectada em maior abundancia. As bactérias Zymomonas
mobilis e Leuconostoc lactis foram detectadas somente em CM. Acinetobacter johnsonii, A.
oryzae e Enterobacter cloacae foram detectadas apenas em TP. Enterobacter hormaechei foi
detectada apenas em LAJ. Bacillus cereus em MC. A composi¢do quimica e o perfil sensorial
foram influenciados pela alteracio da forma de fermentag&o. A RMN de 'H, juntamente com a
analise de componentes principais (PCA), mostraram agrupamento entre os cafés fermentados
em biorreatores e o controle. As curvas de TDS variaram de acordo com a regido e com o tipo
de processamento pés-colheita realizado. Dentre as cidades estudadas, no café natural em MC
e no CD em LAJ, os atributos caramelo e chocolate foram dominantes e especificas,
respectivamente. Os atributos caramelo e amadeirado foram detectados apenas em MC, no café
natural e café descascado, respectivamente. A dominancia do atributo frutado foi comum em
LAJ no café natural e em CM e TP no café descascado. A conducdo da fermentacdo em
batelada, em ambiente fechado, com limitacdo de oxigénio e anaerobiose induzida pela
microbiota epifitica, afetou a microbiota e alterou a composi¢do quimica e sensorial. A
microbiota apresentou comportamento diferente nas distintas variedades. A diversidade em
cada fazenda indicou uma microbiota especifica para a regido geografica e influenciou os
sabores. Os cafés fermentados em biorreatores apresentaram mais compostos quimicos
precursores de sabores e aromas, e foram correlacionados ao café verde, e mais atributos
sensoriais foram percebidos em relagdo ao controle.

Palavras-chave: Sistema fechado. Inducédo a anaerobiose. Microbiota.



GENERAL ABSTRACT

The coffee is one of the most appreciated commodities worldwide, bearing great economic
importance in Brazil, the main world producer, and exporter. In the coffee sector, coffee post-
harvesting is relevant, once it grants significant impacts, both on the chemical and sensory
quality of the beverage. At this stage, the fermentation process takes place, spontaneously, due
to microorganisms present in the fruit as well, as in the environment. However, due to the lack
of control, new methods for conducting fermentation are necessary for modulation of the
sensory profile of the final beverage. The research aimed to investigate the microbial diversity
in different fermentations, using the same methodology, chemical, and sensory profiles of
fermented coffees, in bioreactors, in three producing regions of Minas Gerais, Brazil. Two cities
in Sul de Minas (Carmo de Minas and Trés Pontas), one in Matas de Minas (Lajinha), and
another one in the Cerrado (Monte Carmelo). Two processes were carried out, natural coffee
beans and pulped coffee (PC). The population of bacteria was evaluated by surface plating. The
chemical compounds were analyzed through Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR). The
sensory analysis were conducted by TDS (Temporal Dominance of Sensations). There was a
significant difference in population scoring between different times and between. The South de
Minas region had higher count during the fermentation. Hanseniaspora opuntiae, Torulaspora
delbrueckii, and Pichia kluyvei yeast were detected only in the cities of Carmo de Minas (CM),
Trés Pontas (TP), Lajinha (LAJ), respectively. In Monte Carmelo (MC), Saccharomyces
cerevisiae was detected in vast abundance. The bacterias Zymomonas mobilis and Leuconostoc
lactis were detected only in CM. Acinetobacter johnsonii and Enterobacter cloacae were
detected only in the TP region. Enterobacter hormaechei was detected only in LAJ. Bacillus
cereus only in MC. Hanseniaspora uvarum, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, and Weissella cibaria were detected in all the regions. The chemical
composition and the sensory profile were influenced, as the fermentation process changed. The
'H NMR, along with the principal component analysis (PCA), allowed the separation between
the green coffee beans fermented in bioreactors and control. The TDS curves varied with the
region and the type of post-harvest processing performed. Among the cities studied, in natural
coffee in the MC, and the pulped coffee in LAJ, caramel and chocolate attributes were dominant
and specific, respectively. The caramel and woody attributes were detected only in MC, in
natural coffee, and pulped coffee, respectively. The dominance of the fruity attribute was typical
in LAJ, in the natural coffee and in CM and TP in the pulped coffee. The conduction of batch
fermentation, closed environment, with oxygen limitation and anaerobiosis, induced by
epiphytic microbiota, affected the microbiota and altered the chemical and sensory
composition. The microbiota presented different behavior in different varieties. The diversity
in each farm indicated a specific microbiota for the geographic region and influenced the
flavors. The coffees fermented in bioreactors presented more chemical compounds precursors
of flavors, and aromas were correlated with green coffee, and more sensory attributes were
perceived to control.

Keywords: System closed. Induction to anaerobiosis. Microbiota.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O café é a bebida mais consumida no mundo, sendo a espécie Coffea arabica a mais
explorada economicamente (ICO, 2019). O Brasil é o principal produtor e exportador mundial,
onde a producdo de C. arabica representa cerca de 71% da producédo do pais (CONAB, 2019).

O sabor e aroma do café sédo fatores essenciais para a alta aceitabilidade e para o prazer
do consumidor. Nos ultimos anos, tém-se observado mudancas quanto a preferéncia do
consumidor, ocorrendo aumento na demanda de cafés por cafés especiais (MANZO, 2014).
Vérios fatores influenciam a qualidade do café, como caracteristicas geogréficas, variedades
cultivadas, praticas agricolas, forma de processamento e torrefacio (SUNARHARUM;
WILLIAMS; SMYTH, 2014). Apés a colheita, o café pode ser processado pelas vias Umida,
seca e semi-seca, interferindo no sabor e nos aromas caracteristicos da bebida (BRANDO;
BRANDO, 2015; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Em quaisquer tipos de processamento pos-colheita podem ocorrer fermentacdes
espontaneas (EVANGELISTA et al., 2014a; SILVA et al., 2008; VILELA et al., 2010). A
fermentacdo do café ocorre de forma natural, por meio da degradacéo da mucilagem e da polpa.
Ao metabolizar as partes constituintes do fruto, os microrganismos epifitos produzem
metabdlitos como acidos organicos, ésteres e compostos aromaticos, implicando em alteracdes
nas propriedades sensoriais da bebida final (EVANGELISTA et al., 2014; LEE et al., 2015;
SIVETZ, 1963).

A diversidade microbiana (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) de frutos e gréos
de café pode variar conforme as condi¢des ambientais da regido onde sdo cultivados, tais como
temperatura e umidade, e também em funcao da populacdo microbiana do solo e das diferentes
variedades de café (SILVA et al., 2008). No entanto, estudos utilizando novas metodologias
para conducao do processo fermentativo, na tentativa de melhoria da qualidade do produto final,
vém sendo desenvolvidos (BRESSANI et al., 2020; BRESSANI et al., 2018; MARTINS et al.,
2020).

Assim, a conducdo da fermentacdo em batelada, sistema fechado, com limitacdo de
oxigénio e anaerobiose induzida pela microbiota epifitica, torna-se uma alternativa para
conduzir o processo fermentativo, com a finalidade de maior controle e modulagdo do perfil
sensorial da bebida final. Embora os cafés fermentados em biorreatores favorecem a qualidade
da bebida final, ainda faltam dados sobre a caracterizagdo microbioldgica, perfil quimico e

sensorial destes cafés.
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O objetivo da pesquisa foi investigar a diversidade microbiana em diferentes
fermentagdes, utilizando a mesma metodologia, avaliar o perfil quimico e sensorial de cafés
fermentados em biorreatores, em diferentes regides produtoras do estado de Minas Gerais,

Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

O café é uma das bebidas, comumente, consumida em muitos paises. O género Coffea
pertence a familia Rubiaceae, apresenta cerca de cento e trés espécies (DAVIS et al., 2006). No
entanto, Coffea arabica (Arabica) e Coffea conephora (Robusta) sdo as duas principais espécies
de café comercialmente importantes, plantadas principalmente em paises tropicais. Em termos
de qualidade, o arébica se destaca por apresentar menor amargor, maior dogura e complexidade
sensorial, em comparacao ao robusta, que caracteriza-se pela maior concentracao de cafeina, o
que o torna atrativo para a industrializacdo de café soltvel e para o preparo de blends com C.
arabica (CHALFOUN; REIS, 2010; MARTINS, 2012; MORELLI, 2009; PRIVAT et al., 2008).

O Coffea arabica, provavelmente tem sua origem no continente africano, das terras altas
da Etiopia (Cafa e Enéria), de clima arido e tropical. Neste local, a principio, o fruto foi usado
para consumo. O cultivo do produto se expandiu, chegando até a peninsula Arabica, onde
desenvolveram-se técnicas de plantio e para a preparacdo do café. Posteriormente, a regido
Iémen, no sudoeste da Asia, foi a primeira a passar a ter as sementes deste fruto. Em 1615, 0s
grdos de café chegaram na Venezuela para o consumo, e se difundiram pelo mundo
(MARTINS, 2012; MURTHY; NAIDU, 2012).

O Coffea canephora é originaria do Congo, na Africa, e os primeiros cultivos ocorreram
por volta de 1900, na regido ocidental, centro tropical e subtropical do continente africano,
possuindo ampla distribuicdo geografica (CHARRIER; BERTHAUD, 1985; MURTHY;
NAIDU, 2012).

No Brasil, o café foi introduzido em 1727, no estado do Para, por meio de mudas e
sementes de C. arabica provenientes da Guiana Francesa, conduzido pelo sargento portugués
Francisco Melo Palheta. Logo apds, o cultivo propagou-se pelo Maranhdo e para as regides
Sudeste e Sul (MARTINS, 2012; MORELLI, 2009). O estado de Minas Gerais se destaca como
maior produtor de café arabica, e o Espirito Santo € o principal produtor de café conilon
(CONAB, 2009).

O cafe é uma das culturas, economicamente, mais importantes e esta em segundo lugar,
logo atras do petroleo, como a commodity mais negociada no mercado internacional (PRIVAT
et al., 2008). O consumo mundial de café atinge cerca de 165 milhdes de sacas. O Brasil esta
entre os maiores consumidores de café com 22,2 milhdes de sacas de 60 kg, ficando em segundo
lugar, atras dos Estados Unidos da América (26,5 milhdes de sacas de 60 kg) (ICO, 2019). A
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producdo brasileira, em 2019, atingiu cerca de 48,9 milhGes de sacas de 60 kg, e a estimativa
do arébica é de 34,47 milhdes de sacas, sendo o estado de Minas Gerais, com destaque, 0 maior
produtor de café, totalizando 24,51 milhdes de sacas (CONAB, 2019).

Na etapa pos-colheita, apos a colheita dos frutos, os grdos de café sdo submetidos a
diversos processos (ZARRINBAKHSH et al., 2016). Para isso a casca, a polpa, a mucilagem e
0 pergaminho devem ser removidos antes, durante ou apds a secagem (BOREM, 2008), o que
pode ser realizado por meio de diferentes métodos de processamento. O processamento do café
é realizado, comumente, logo apds a colheita (CASAS et al., 2017).

Trés métodos estdo envolvidos: o processamento seco, Semi-seco e 0 processamento
umido (BRANDO; BRANDO, 2015). Esses diferentes métodos podem proporcionar sabores e
aromas peculiares, permitindo ao consumidor a escolha de sua preferéncia (VILELA et al.,
2010).

No processamento a seco, os frutos na sua forma integra séo secos naturalmente (sol),
em plataformas e/ou péatios de cimento, ou artificialmente em secadores (BEKALO;
REINHARDT, 2010; VILELA et al., 2010), gerando frutos secos, chamados de café em coco
ou café natural (BOREM, 2008). O exocarpo, 0 mesocarpo e o endocarpo do café sdo
removidos, obtendo-se 0 grdo do café (BEKALO; REINHARDT, 2010). Esse processo €,
comumente, realizado na maioria dos cafés arabica no Brasil, na Etiopia e no 1émen, (SILVA
et al., 2000).

O método de processamento denominado semi-seco é praticado por alguns produtores
no Brasil, é também conhecido como processo natural descascado “cereja descascada” ou CD,
sendo uma variacdo do processamento via Umida. A casca e a parte da mucilagem sao extraidas
do fruto mecanicamente, e os cafés sdo transferidos para as plataformas de secagem, até atingir
o teor de 11% de umidade (BRANDO; BRANDO, 2015; VILELA et al., 2010).

O processamento Umido ocorre de diferentes formas: removendo-se a casca,
mecanicamente, e a mucilagem por meio de fermentacdo (0s grdos sdo submetidos a
fermentacdo dentro de tanques com agua), produzindo o café despolpado; removendo-se,
mecanicamente, a casca e parte da mucilagem, resultando no café descascado, comum no
Brasil; ou removendo-se, mecanicamente, a casca e a mucilagem, produzindo o café
desmucilado (BOREM, 2008; VILELA et al., 2010).

A mucilagem envolta dos gréos do café € removida pela fermentacédo de vinte e quatro
a quarenta e oito horas, dependendo da temperatura local. Por fim, os gréos séo secados ao sol

ou de forma artificial, até chegar ao teor de agua de 11 a 12% (LEE et al., 2015). Em lugares
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como a Colémbia, América Central e Havai utilizam o processamento via umido para os cafés
arébica (SCHWAN; WHEALS, 2003).

O tipo de processamento influencia diretamente a qualidade da bebida final, devido as
variacdes nos constituintes quimicos formados como a trigonelina, cafeina, carboidrato e
compostos volateis (FARAH et al., 2006). Knopp et al. (2006) compararam carboidratos nos
trés diferentes métodos de processamento, detectaram niveis superiores de glicose e frutose nos
gréos de cafés submetidos ao processamento da via seca, caracterizado por ser mais aerobio,

ocorrendo consumo menor pelo metabolismo das sementes.

2.2 Regides produtoras de café

O Brasil possui cerca de 2,13 milhGes de hectares de areas plantadas com a cultura do
café, sendo que 85% dessa area esta em producdo e 15% estad em formacdo (CONAB, 2019).

Os principais estados produtores sdo Minas Gerais (24,51 milhdes de sacas), Espirito
Santo (13,4 milhdes de sacas), Sao Paulo (4,37 milhGes de sacas), Bahia (4,5 milhdes de sacas),
Rondo6nia (21 milhdes), Parana (1,1 milhdo de sacas), Rio de Janeiro (346 mil de sacas) e Goias
(150,9 mil sacas). (CONAB, 2019). A producgdo da cultura cafeeira brasileira esté distribuida
em distintas regides, (FIGURA 1) devido & variedade das condi¢fes ambientais como solos,
temperaturas, climas, relevos, altitudes e latitudes (ALVES et al., 2011; BRASIL, 2016),

proporciona diferentes perfis sensoriais de bebidas.



17

Figura 1 - Regides produtoras de café no Brasil.

"BSCA
% ESPECIAIS o
uoo BRASIL c.m,o ‘. [}
%@
BRASIL. A NA(;AO DO CAFE.
" .28 - .
”n> 4
Espécies de Café
@ Canephora
@ Canephora e Arabica
@ Arabica
@ Denominagio de Origem
Indicag@o de Procedéncia
Minas Gerais Espirito Santo Pernambuco
Fontes: IMA, INPI, Federacdo dos Fontes: CETCAF, INCAPER-ES Fonte: IBGE
Cafeicultores do Cerrado 17. Montanhas do Espirito Santo 28. Pernambuco
1. Sul de Minas 18. Conilon Capixaba
2. Mantiqueira de Minas (Indicagao de Distrito Federal
Procedéncia) Parana Fonte: IBGE
3. Chapada de Minas Fontes: EMATER-PR, INPI 29. Planalto Central
4. Matas de Minas (Montanhas de Minas) 19. Norte Pioneiro do Parana
5. Norte e Noroeste de Minas (Indicacdo de Procedéncia) Espirito Santo / Minas Gerais
6. Cemado Minero (Denominagdo de Origem)  20. Parana Fonte: INCAPER-ES
7. Campo das Vertentes 30. Caparao
Rondénia
Sao Paulo Fonte: EMATER-RO Acre
Fontes: INPI, CIIAGRO 21. Ronddnia Fonte: IBGE
8. Alta Mogiana (Indicagdo de 22. Matas de Rondonia 31. Acre
Procedéncia)
9. Alta Mogiana Rio de Janeiro Mato Grosso
10. Média Mogiana Fonte: ASCARJ Fonte: IBGE
11. Marilia e Garga 23. Noroeste/Norte do Rio de Janeiro  32. Mato Grosso
12. Ourinhos e Avaré 24. Serrana do Rio de Janeiro
13. Regiao de Pinhal (Indicacao de 25. Sul do Rio de Janeiro
Procedéncia)
Ceara
Bahia Fonte: IBGE
Fontes: SEAGRI/CONAB 26. Ceara
14. Planalto Baiano:
A. Chapada Diamantina Goias
B. Planalto de Vitoria da Conquista Fonte: IBGE
C. Serrana de Itirugu/Brejoes 27. Goias
15. Oeste da Bahia (Indicagdo de
Procedéncia)

16. Atlantico Baiano

Fonte: Brazil Specialty Coffee Association (2019).

Quatro grandes regides de Minas Gerais sdo consideradas como as principais produtoras
de café: Sul de Minas, engloba o Centro-Oeste, no sul; Cerrado Mineiro, no ocidente; Matas de
Minas, conhecida anteriormente como Zona da Mata, engloba Regido Central e Rio Doce, no
sudeste e Norte de Minas, também conhecida como Chapada de Minas, no norte (BARBOSA

et al., 2010; CONAB, 2019). Dessas regides, a do Sul de Minas se destaca como a maior
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produtora do pais, com area em formacdo de 155.249 hectares, 496.613 hectares em produc¢édo
(CONAB, 2019). Em 2019, as regides mais produtivas foram a do Sul de Minas e do Cerrado,
que em conjunto, produziram cerca de 36,9% da producéo brasileira (CONAB, 2019).

Dados de altitude, precipitacdo pluviométrica e temperatura estdo demonstrados na
Tabela 1. A temperatura do ar e as condi¢Oes hidricas (umidade do ar e precipitacdo
pluviométrica) estdo entre os fatores ambientais que afetam o florescimento, desenvolvimento
dos frutos e influenciam a produtividade do café (CAMARGO et al., 2010). A altitude é
importante por influenciar, diretamente, nas condic¢Ges climaticas. A temperatura do ar reduz a
uma taxa média de 0,6 °C a cada aumento de 100 m de altitude (AYOADE, 2003).

O Coffea arabica, dessas regides, floresce em temperaturas médias anuais entre 18 °C
e 23 °C (DAVIS et al., 2012; SEDIYAMA et al., 2001). A exposicdo prolongada a 23 °C pode
ocasionar em floracdo acelerada, além de acelerar o desenvolvimento, a maturacao dos frutos e
perda da qualidade (POHLAN; JANSSENS, 2012). Temperatura inferior a 18 °C provoca
atrasos no desenvolvimento dos frutos (CAMARGO, 1985). Em relacdo a precipitacdo
pluviométrica, considera-se que a precipitacdo anual apresente entre 1.400 e 2.400 milimetros
(mm), no entanto um intervalo de 800 e 4.200 mm ¢ aceitavel (POHLAN; JANSSENS, 2012).

Tabela 1 - Dados sobre a altitude, precipitacdo pluviométrica (por ano) e temperatura das
regides produtoras de Minas Gerais.

Altitude Precipitacéo Temperatura
(m) pluviométrica (mm) (°C)
Sul de Minas 750 a 1.350 1200 a 1500 22e 24
Cerrado 820 a1.100 1000 a 1200 18e21
Zona da Mata 400 a1.100 1077 a 1647 18e 22
Norte de Minas 800 a 1.500 <1000 21e 22

Fonte: Instituto Mineiro de Agropecuaria (2000).

2.3 Composigéo quimica e qualidade do café

O conhecimento da composi¢do quimica e da anatomia é importante para a compreensao
dos processos fisiologicos, que ocorrem durante a maturacdo dos grios do café (BOREM,
2008). O fruto (FIGURA 2) fresco apresenta 45% de polpa, 10% de mucilagem, 5% de casca e
40% do pergaminho (DIDANNA, 2014). O exocarpo forma a camada externa (liso, espesso,

resistente e amargo), comumente encontrado na coloracdo verde em frutos verdes, e quando
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estd maduro (amarelo ou laranja a depender do genétipo) em vermelho-violeta ou vermelho
escuro.

Em seguida, encontra-se 0 mesocarpo externo (polpa), caracterizado pela docura, o
mesocarpo interno (mucilagem) composta de pectina, sem cor e viscosa, essa mucilagem esta
aderida firmemente & uma camada mais interna, denominada endocarpo (pergaminho). O
pergaminho é uma fina camada que esta em volta nas sementes, protegendo-as. Entre o
pergaminho e o grao do café esta uma camada fina, excedente do perisperma, denominada pele
ou pelicula prateada (BERBERT et al., 2001; BLINOVA et al., 2017; BRESSANI et al., 1972).

Figura 2 - Esquema do fruto do cafe.

Exocarpo
Mesocarpo externo
Mesocarpo interno

B\ Endocarpo
%\ _Pelicula prateada

Endosperma

Fonte: Adaptado de Zarrinbakhsh et al. (2016).

O exocarpo é constituido majoritariamente de carboidrato, material lignoceluldsico
(JANISSEN; HUYNH, 2018) e nutrientes (PANDEY et. al., 2000). Os compostos quimicos da
casca e da polpa sdo similares, no entanto, pode haver diferenca na composicao percentual dos
constituintes, dependendo das condi¢fes ambientais e dos processos pré e pés-colheita do café
(ELIAS, 1979). A casca, em base seca, apresenta carboidratos (57,8%), celulose (43%),
hemicelulose (7%), umidade (12%), lipideo (1,5-2,0%), fibra total (31,9%), cinza (6%),
proteinas (9,2%), azoto (1,8%), cafeina (1,3%), taninos (4,5-9,3%), acido clorogénico (12,59%)
(JANISSEN; HUYNH, 2018; PANDEY; SOCCOL, 1998).

A polpa é composta, em peso, seca do fruto, de carboidrato (44-50%), celulose (63%),
hemicelulose (2,3%), umidade (81,4%), lipideo (2,5%), fibra total (18-21%), cinza (8,9%),
proteinas (10-12%), azoto (3,2%), cafeina (1,25-1,3%), taninos (1,8-8,6%), acido clorogénico
(10,7%) (ELIAS, 1979; JANISSEN; HUYNH, 2018).
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Na mucilagem, além da presenca da pectina, (30% com base na matéria seca)
encontram-se também, celulose (9%) e polissacarideos ndo celuldsicos (15%) (AVALLONE et
al., 2001; BRESSANI et al., 1972). A mucilagem, em base Umida, também é constituida por
acido péctico, agua, pequenas quantidades de arabinose, galactose, xilose, ramnose e acidos
organicos (ELIAS, 1978).

A pelicula prateada é constituida em base seca por carboidrato (44%), celulose (17,9%),
hemicelulose (13,1%), umidade (59-10,3%), lipideo (2,2%), fibra total (62,4%), cinza (4,7-
7%), proteinas (16,2-18,6%), azoto (3%), cafeina (1,4%), taninos (0,02%), acido clorogénico
(15,82%) (JANISSEN; HUYNH, 2018). O pergaminho é constituido de celulose, hemicelulose,
lignina e cinza (BEKALO; REINHARDT, 2010; MUSSATTO et al., 2011).

O processamento pds-colheita resulta em gréos verdes, que posteriormente Sao
transformados em gréos torrados e moidos, gerando aroma e sabor caracteristicos para a bebida
final (SAKIYAMA; FERRAO, 2014). De forma geral, a composicdo quimica do grdo é
caracterizada por apresentar diversos constituintes volateis e ndo volateis, como &cidos,
aldeidos, cetonas, acglcares, proteinas, aminoacidos, &cidos graxos, compostos fendlicos,
cafeina e outros, bem como enzimas que atuam sobre 0s proprios constituintes (SIVETZ, 1963).

De acordo com Belitz et al. (2009), os principais constituintes quimicos do grao verde
sdo carboidratos, compostos nitrogenados (proteinas, trigonelina e cafeina), lipideos, acidos
organicos, acido clorogénico, compostos volateis e agua. Dentre os precursores de sabores
importantes no grdo verde encontra-se acido clorogénico, cafeina, trigonelina e diterpenos
(BAGCHI et al., 2016). Os compostos precursores de aroma importantes sdo os carboidratos
insolGveis, carboidrato sollvel, lipideos, &cidos clorogénicos e compostos nitrogenados
(FADAI et al., 2017).

Apbs o processo de torrefacdo, compostos quimicos volateis e ndo volateis estdo
presentes no grao torrado como os alcoois, aldeidos, aminas, acidos carboxilicos, dicarbonilos,
enois, ésteres, furanos, furanonas, hidrocarbonetos, imidazdis, indois, cetonas, lactonas,
oxazois, fendis, pirazinas, piridinas, pirrois, quinoxalinas, compostos de enxofre, terpenos,
tiazois, acido quinico e acido clorogénico (BUFFO; CARDELLI-FREIRE, 2004).

A qualidade do café pode ser influenciada por varios fatores, podendo alterar os
precursores do aroma e sabor da bebida. Esses fatores estdo diretamente relacionado com a
composicao quimica dos gréaos torrados (AVELINO et al., 2005; CHALFOUN; FERNANDES,
2013; OLIVEIRA et al., 2005). Dentre os fatores que influenciam a qualidade, podem-se

destacar a genética, aspectos ambientais, nutricionais e manejo da lavoura, a presenca de
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microrganismos, os efeitos da adubacédo, dentre outros (CHALFOUN; FERNANDES, 2013;
MESQUITA et al., 2016).

Sabe-se que a diminuicdo da temperatura provoca uma maturacdo mais lenta,
contribuindo com maior concentracdo de precursores de aroma e sabor como acucares, acidos
e aminoacidos (VAAST et al., 2006). Assim, altitudes superiores e periodo de colheita tardia
tém resultado em produtos de melhor qualidade em grande parte das regides produtoras
(GUYOT et al., 1996; SERRANO; CASTRILLON, 2002; SILVA et al., 2016; BOREM et al.,
2019).

Na colheita, deve-se separar os frutos de acordo com os diferentes estagios de maturacao
(BOREM, 2008; SCHWAN; WHEALS, 2003). Além disso, é importante observar, na pos-
colheita, o tipo de processamento do grdo verde, o processo fermentativo, secagem,
armazenamento, torrefacdo e moagem, por influenciarem diretamente na qualidade da bebida
final. (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; IAMANAKA et al., 2014; SUNARHARUM;
WILLIAMS; SMYTH, 2014).

A composicdo do fruto, ao longo da maturacao, torna-se um ambiente favoravel para o
desenvolvimento de microrganismos como as bacteérias, leveduras e fungos filamentos. Durante
0 processo fermentativo, diversas reacdes bioquimicas ocorrem no fruto por meio da producéo
de exoenzimas pelos microrganismos, que irdo degradar os agucares e &cidos presentes na
mucilagem e produzir metabdlitos responsaveis pelo sabor e aroma da bebida (SILVA et al.,
2000; SILVA et al., 2008; VILELA et al., 2010).

O processo fermentativo em condi¢bes ndo controladas, pode liberar compostos tais
como os acidos butirico e propibnico, que afetam negativamente a qualidade do café
(AMORIM; AMORIM, 1977). O controle no processo fermentativo é fundamental, pois pode
evitar sabores indesejaveis (FLAMENT, 2001; LEE et al., 2015). Segundo Sampaio (1993), as
condi¢cdes ambientais, regionais ou locais vao propiciar o desenvolvimento de determinados
microrganismos, possibilitando fermentacGes benéficas ou ndo, interferindo na qualidade da
bebida.

A avaliagdo da qualidade do gréo é realizada por procedimentos de classificacdo, de
acordo com as caracteristicas fisicas (contabilizando os numeros de defeitos, tais como graos
pretos, verdes, ardidos, quebrados, pedras, dentre outros) e sensoriais (que avaliam fragrancia,
aroma, sabor, finalizacédo, acidez, corpo e outros atributos) (CARVALHO et al., 1994).

Durante a torra do café, em temperaturas superiores a 200 °C, ocorrem reagdes de
Maillard em conjunto com outras reagdes catalisadas termicamente, sendo responsaveis pela

formacdo de diferentes aromas na bebida do café. Entre os diversos compostos sollveis e
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volateis estdo as pirazinas, pirrois, tidis, furanonas, piridinas e tiofenos que sdo gerados pela
conversdo de acucares e aminoacidos (LEE et al., 2015). A composi¢do de cafés torrados,
geralmente, é constituida de carboidratos (38-42%), melanoidinas (23%), lipideos (11-17%),
proteinas (10%), minerais (4,5-4,7%), acidos clorogénicos (2,7-3,1%), acidos alifaticos (2,4-
2,5%), cafeinas (1,3-2,4%), dentre outros (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

2.4 Fermentacéo

A palavra fermentacdo é derivada do latim fervere, que corresponde a palavra ferver,
em funcdo a liberacdo de dioxido de carbono pela agdo de microrganismos (VICENZI, 2011).
Do ponto de vista bioquimico, a fermentacéo € designada por degradacdo de forma anaerdbia
da glicose ou demais nutrientes organicos para obtencdo de energia e conservacdo de ATP
(NELSON; COX, 2014).

A fermentacdo do café é um processo espontaneo realizado pelos microrganismos que
estdo presentes naturalmente no fruto. Durante 0 seu processamento, 0S compostos presentes
na polpa e na mucilagem sdo metabolizados pela microbiota, sobretudo por bactérias e
leveduras, para obtencgéo de energia (EVANGELISTA et al., 2015).

A entrada desses microrganismos até a polpa pode ocorrer pela acdo de enzimas
pectinoliticas e celuloliticas, proporcionando a abertura de pequenos poros na casca. Com a
degradacdo da mucilagem e da polpa, ocorre a liberacdo de alcoois, acidos e outros compostos
metabolicos (&cido acético, lactico, dentre outros acidos carboxilicos), ocorrendo reagdes
metabdlicas que vao influenciar a qualidade da bebida do café (EVANGELISTA et al., 2014b;
SCHWAN; WHELS, 2003; SILVA et al., 2013).

A mucilagem é degradada por meio de enzimas liberadas pelos microrganismos (SILVA
et al., 2013), tais como: as poligalacturonases que catalisa a hidrdlise de ligaces glicosidicas
a-1,4 em &cido péctico (&cido poligalactur6nico); pectinas liases que catalisam a quebra de
pectina por transeliminacdo, liberando &cidos galacturdnicos insaturados e a pectina
metilesterase, encarregada da desesterificacdo do grupo metoxil da pectina, ocorrendo a
liberacdo do acido péctico e metanol (ESKIN; SHAHIDI, 2015).

O tempo da fermentacao espontanea pode variar de acordo com a temperatura ambiente.
Temperaturas altas e camada espessa de mucilagem podem favorecer o aumento da velocidade
de fermentacdo. Pardmetros como temperatura e oxigénio sdo importantes ao se estudar o
processo fermentativo de café. Esses fatores, assim como espécies presentes, propriedades

fisicas e quimicas do fruto (presente na polpa e na mucilagem) e a acdo endogena do proprio
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café, influenciam as atividades microbianas durante o processo fermentativo (SCHWAN;
WHEALS, 2003).

Conforme Zhang et al. (2019a), a duracdo da fermentacédo e o tipo de processamento
tem influéncia na atividade microbiana e, consequentemente, na qualidade do gréo verde e na
qualidade da bebida final.

Estudos envolvendo a fermentacdo do café na melhoria da qualidade tém-se
desenvolvido (BRESSANI et al., 2018; BRESSANI et al., 2020; EVANGELISTA et al., 2014a,
2014b, 2015). No entanto, estudos enfatizando métodos fermentativos como a conducdo da
fermentacdo em batelada, em ambiente fechado, com limitacdo de oxigénio e anaerobiose
induzida pela microbiota epifitica, sdo necessarios para o controle do processo e,

consequentemente, para a modulacdo de sabores na bebida final.

2.5 Biorreator

De modo geral, nos processos fermentativos estdo envolvidos os biorreatores, aplicados
em escala laboratorial fornecendo uma base para escala industrial (SHI et al., 2019; SU et al.,
2018; ZHANG et al., 2019b). O estudo em escala laboratorial é relevante para pesquisas
microbioldgicas, biotecnoldgicas e bioquimicas, visando o crescimento de biomassa, producdo
de metabolitos, dentre outros (TIKHOMIROVA et al., 2018).

Assim, os biorreatores tém como principal objetivo, proporcionar um ambiente
controlado para o desenvolvimento dos microrganismos e, consequentemente, obter o produto
de interesse (WARD, 1989). Para processos fermentativos, existem diversas formas de conduzir
0 processo, que ira depender das caracteristicas dos microrganismos, meio de cultivo e da
finalidade do processo a ser realizado, sendo assim, proporcionando éxito no rendimento do
bioprocesso (SCHMIDELL et al., 2001).

Em relacdo a alimentos, a fermentacéo usando biorreatores pode aumentar a qualidade
e modular sabores em cacau, conforme é relatado por Guehi et al. (2010). Na pesquisa de
Bressani et al. (2020), notaram-se semelhancas nas caracteristicas sensoriais em alguns de seus
tratamentos com inoculacéo de leveduras em café, comparado a fermentacdo sem inoculagéo
conduzida em biorreatores de ago inox. A cafeicultura € um ramo competitivo, assim, novas
tecnologias séo necessarias para a melhoria na qualidade, visando baixo custo (CNCAFE, 2020;
PETEK et al., 2009).
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Estudos sdo necessarios para investigar a diversidade microbioldgica, perfil quimico e
sensorial proporcionado por cafés fermentados em sistemas fechados, com indugdo de

anaerobiose sem utilizacdo de agua.

2.6 Microbiota presente na fermentacao esponténea do café

A microbiota presente naturalmente no café é variada, encontra-se bactérias, leveduras
e fungos filamentosos (AVALLONE et al., 2001; DE CARVALHO NETO et al., 2018; FENG
et al., 2016; MASOUD et al., 2004; SILVA et al., 2000, SILVA et al., 2008). Microrganismos
dominantes no processo fermentativo de café sdo utilizados como culturas iniciadoras
(MARTINEZ et al., 2019). Conhecer as diferentes espécies microbianas no café é importante
devido a degradacdo de compostos presentes, e consequentemente, possibilitar a obtencéo de

bebidas com perfis sensoriais diferenciados (VILELA et al., 2010).

2.6.1 Bactérias

As bactérias, independentemente do tipo de processamento, sdo encontradas em grande
quantidade no inicio da fermentagdo, seja pela competicdo por nutrientes ou pelos fatores
ambientais envolvidos. No decorrer do processo, esse grupo taxondmico € reduzido
(EVANGELISTA et al., 2015; SILVA et al., 2008; VILELA et al., 2010). Bactérias gram-
negativas fermentadoras de lactose foram identificadas como predominantes em
processamento, pela via Umida de café no Havai. Foram encontradas bactérias do género
Erwinia, Paracolobactrum e Escherichia. A espécie Erwinia dissolvens se destacou quanto a
capacidade de degradar a mucilagem (FRANK et al., 1965).

Bactérias Gram-negativas foram encontradas em abundancia em café processado pela
via Umida, no México, onde os géneros Erwinia e Klebsiella foram os mais frequentes. Ao
avaliar acucares, no decorrer da fermentagéo, cerca de 60% desses compostos foram degradados
pela microbiota total, e ndo especificamente, pelos microrganismos com atividade pectinolitica
(AVALLONE et al., 2001).

Bactérias laticas, frequentemente isoladas da fermentacdo do café, sdo Leuconostoc
mensenteroides, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis, em processamento semi-seco
e Umido (AVALLONE et al., 2001; EVANGELISTA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018;
VILELA et al., 2010). Em processamento natural, o género Lactobacillus foi 0 mais comum
(SILVA et al., 2000).
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No periodo de dois anos, Silva et al. (2000) avaliaram microrganismos envolvidos
durante a maturacdo e o processamento natural de café ardbica, em diferentes fazendas no
estado de Minas Gerais. Estes autores observaram que as bactérias eram as mais abundantes,
seguidas pelos fungos filamentosos, e por ultimo, as leveduras (SILVA et al., 2000).

Os g@éneros de bactérias mais encontrados foram Aeromonas, Enterobacter,
Pseudomonas, Serratia, Lactobacillus e Bacillus. Silva et al. (2008) relataram a predominéncia
de bactéria nos estagios iniciais da fermentacdo, e a presenca de leveduras e fungos
filamentosos no decorrer da fermentacdo do café natural, possivelmente, devido a diminuicéo
da atividade de agua disponivel no decorrer da fermentacéo e secagem.

Vilela et al. (2010) avaliaram a presenca de microrganismo em café durante o
processamento semi-seco, e identificaram bactérias, leveduras e fungos. As bactérias estiveram
em maior populacao até o periodo de vinte e quatro horas de fermentacgéo, a populacao de fungos
filamentosos foi reduzida apds noventa e seis horas de fermentacdo. As bactérias Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Bacillus cereus e Klebsiella pneumoniae
foram as predominantes. Nesta pesquisa, 0s autores utilizaram métodos dependentes e
independentes de cultura, eles verificaram que ndo houve diferenca no resultado das espécies de
bactérias e leveduras detectadas por plaqgueamento e PCR-DGGE.

Feng et al. (2016) estudaram microbiota de café de Yunnan, na China, processado pela
via Umida. Relataram que a populacdo de bactérias e leveduras é superior a de fungos
filamentosos. Neste estudo, os autores identificaram as seguintes bactérias potenciais para
producdo de pectinase: Enterobacter sp., Rahnella sp., Bacillus cereus e Pantoea sp.

Ribeiro et al. (2018) avaliaram bactérias presentes durante o processo fermentativo do
café de diferentes variedades (Ouro Amarelo, Mundo Novo e Catuai Vermelho), processado
pela via Umida. As espécies Lactobacillus plantarum e Leuconostoc mensenteroides foram
detectadas em todas as variedades. Os autores relataram que as espécies variaram de acordo

com a variedade de café e 0 método de processamento

2.6.2 Leveduras

As leveduras sdo importantes no processo fermentativo devido a grande contribuicdo de
cepas, que produzem enzimas pectinoliticas (AGATE; BHAT, 1966; AVALLONE et al., 2001;
SILVA et al.,, 2008). Producdo de pectinases e metabolitos como acidos e &lcoois séo
caracteristicas importantes para a avaliagdo de culturas iniciadoras e para a fermentagéo de café
(EVANGELISTA et al., 20144, 2014b; SILVA et al., 2013).
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Os pesquisadores Agate e Bhat (1966) encontraram leveduras pectinoliticas em
fermentacdo natural de café Robusta, na india, onde se destacaram Saccharomyces marxianus,
S. bayanus, S. cerevisiae var. ellipsoideus, Schizosaccharomyces sp.

No estudo de Silva et al. (2008), cepas de Debaryomyces hansenii e Pichia
guilliermondii foram descritas como potenciais para a atividade pectinolitica. Cepas
predominantes no processo Umido, na Tanzénia, foram avaliadas quanto & atividade
pectinolitica e a cepa Hanseniaspora uvarum foi relatada como atividade poligaracturonase No
mesmo estudo, cepas de Pichia kluyveri e Pichia anomala foram relatadas como leveduras,
com alta capacidade de degradar a mucilagem, além de inibir o crescimento de fungos
produtores de ocratoxina A (OTA) durante a fermentacdo do café (MASOUD; JESPERSEN,
2006).

As leveduras P. kluyveri e H. uvarum também foram relatadas por Feng et al. (2016)
como predominantes e produtoras de pectinase, além da Pichia fermentans em fermentagédo na
via Umida, na China. A levedura Pichia kluyveri possui a capacidade de crescimento, utilizando
a pectina como Unica fonte de carbono (MASOUD et al., 2004).

Avallone et al. (2001) isolaram leveduras presentes no processo fermentativo de café,
por via Umida, no México, e identificaram os géneros Kloeckera, Candida e Cryptococcus,
comumente encontrados em plantas. Os autores ainda verificaram alta capacidade fermentativa
com producao de etanol por essas cepas.

Evangelista et al. (2015) avaliaram a microbiota do fruto de café durante a fermentacéo
via Umida, em duas fazendas em Minas Gerais, e observaram as espécies Meyerozyma
caribbica e Hanseniaspora uvarum como leveduras dominantes no café produzido em Lavras,
e a espécie Torulaspora delbrueckii em Monte Carmelo. A levedura Torulaspora delbrueckii
também foi encontrada em dominancia na pesquisa de Vilela et al. (2010), em processamento

semi-seco. Também foram encontradas Pichia anomala e Rhodotorula mucilaginosa.

2.6.3 Fungos filamentosos

Dentre os grupos de microrganismos encontrados no processo fermentativo do café, os
fungos filamentosos encontram-se em um numero de individuos inferior aos demais, no
entanto, no final da fermentacéo/secagem, ocorre um aumento da populagdo (SILVA et al.,
2008; VILELA et al., 2010).

Fungos filamentosos foram isolados e identificados no café, sendo Aspergillus,

Penicillium, Fusarium e Cladosporium, os encontrados em maior abundancia (SILVA et al.,



27

2008). De acordo com os autores, o desenvolvimento destes microrganismos pode ser
influenciado por atividades inibitérias de leveduras e bactérias. Na pesquisa de Vilela et al.
(2010) em café processado pela via semi-seca, 0 género mais comum foi Aspergillus.
Penicillium, Fusarium e Aspergillus foram reportados em café despolpado como potenciais
pectinoliticos, devido a excre¢do de enzimas, acelerando a quebra da mucilagem (VAUGHN et
al., 1958).

Na literatura, encontram-se relatos sobre os fungos filamentosos como depreciadores da
qualidade.No entanto, Cladosporium esta associado a boa qualidade (ALVES; CASTRO, 1998;
CARVALHO et al., 1989). Algumas espécies dos géneros Fusarium, Penicillium e Aspergillus
estdo associadas a producdo de micotoxinas, como a ocratoxina A, que sdo provenientes de
metabolismo secundario (ISMAYADI; MARSH; CLARKE, 2005; MAJDINASAB et al.,
2015; PIMENTA,; VILELA, 2003). Micotoxinas estdo relacionadas a riscos a saude, devido as

propriedades teratogénicas, hepatdxicas e imunotéxica (PARDO et al., 2005).

2.7 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia baseia-se nas interacGes entre matéria e radiacOes eletromagnéticas.
Esta interacdo esta relacionada a absorcao e emissao de fotons pelos atomos. Na espectroscopia
de RMN, uma radiagdo eletromagnética, na regido das radiofrequéncias (rf), sob um campo
magnético, interage com o0s nucleos dos atomos, produzindo vibraces que sdo detectaveis e
mensuraveis. (CREWS et al., 2009; SILVERSTEIN et al., 2006).

Essa técnica permite explorar as propriedades magnéticas de certos nlcleos atbmicos
para determinar propriedades fisicas ou quimicas de atomos ou moléculas, nos quais eles estéo
contidos, permitindo caracterizar compostos diversos. Dentre os elementos utilizados, tem-se
maior aplicabilidade o ndcleo de hidrogénio (*H), em virtude de sua maior sensibilidade e sua
elevada abundancia natural (KRISHNAN; KRUGER; RATCLIFFE, 2005). Todo nucleo
apresenta um spin nuclear que pode girar em torno do eixo nuclear, ocasionando um dipolo
magnético ao longo do eixo.

O nucleo atdmico possui propriedade magnética, como o nimero de spin (1) e 0 momento
magnético nuclear (1). O Nucleo que apresenta spin igual a %2 remete-se a uma distribuicao de
carga esférica e uniforme, contribuindo com uma fécil obtencéo dos espectros, como é o0 caso
do is6topo *H (CREWS et al., 2009; LEVITT, 2008; SILVERSTEIN et al., 2006). Na Figura
3, encontra-se uma representacdo dos niveis de energia de hidrogénio sob acdo de um campo

magnético de magnitude B,.
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Figura 3 - Representacdo de niveis de energia para hidrogénio em um campo magnético Bo.
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Fonte: Donald et al. (2016).

O ndcleo de hidrogénio possui dois estados de energia que favorecem a aplicacdo da
energia de radiofrequéncia, de forma a induzir a transicdo de energia entre esses niveis de
energia sob um campo magnético. Sendo assim, ocorrera absorcao de energia pelo hidrogénio,
alterando o seu estado de energia para o mais alto, resultando no espectro (SILVERSTEIN et
al., 2006). Na auséncia de um campo magnético Bo emitido pela radiofrequéncia, as energias
sdo as mesmas (LEVITT, 2008).

A frequéncia da radiacéo que é absorvida por um determinado ndcleo sera influenciada
pelo ambiente elétrico, ou seja, pelos elétrons circulantes em seu redor ou nos nucleos vizinhos,
pela blindagem eletrénica causada por ele (SILVERSTEIN et al., 2006). O deslocamento
quimico corresponde a frequéncia relativa de um composto de referéncia (TSP). Outro efeito
envolvendo os nucleos que estdo proximos é denominado acoplamento spin-spin (J), onde
“mede-se” a intensidade da interag@o entre dois nucleos (SILVERSTEIN et al., 2006).

Com isso, tem-se como resultado, um grafico com deslocamento quimico (eixo X) e sua
intensidade (eixo y). O deslocamento quimico, o local de um sinal no espectro, gera
informacdes sobre o ambiente quimico do préton avaliado. Por exemplo, a localizacdo indica
como o nucleo esta protegido, onde os mais protegidos, devido aos elétrons entornos, possuem
sinais localizados mais proximo ao sinal da referéncia, apresentando frequéncias mais baixas.
Aqgueles menos protegidos, nucleos préximos a atomos eletronegativos, tém seu sinal mais
afastado do composto de referéncia, a frequéncias mais altas. A intensidade relaciona-se com o
numero de nucleos que origina o sinal (MARTIN; AKOKA; MARTIN, 2008).

Com a técnica de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, é possivel
identificar e elucidar moléculas, analisar misturas complexas, quimiotaxonomia de espécies e
controle de qualidade de alimentos (ALCANTARA et al., 2007; WELJIE et al., 2008).
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A RMN tem sido amplamente aplicada a caracterizacdo quimica de produtos agricolas
em inumeros alimentos e bebidas (BOEIRA et al., 2020; COLOSIMO et al., 2020; KHATIB et
al., 2006; SON et al., 2008), sendo considerada uma ferramenta poderosa, pois nao é destrutiva,
é rapida, e a preparacdo de amostra é relativamente simples (ZHU; WANG; CHEN, 2017).
Além disso, pode-se obter diferentes informacbes, como a identificacdo de constituintes
comuns até compostos ativos valiosos, caracterizando-se uma técnica importante para adquirir
informacdes para avaliar a qualidade (MINOJA; NAPOLLI, 2014).

A composicao quimica do café tem sido amplamente explorada por meio da utilizacdo
de cromatografia liquida e cromatografia gasosa (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2010;
CAPRIOLI et al., 2012; DE LUCA et al., 2016; FARAH et al., 2005; LEE et al., 2013;
MAEZTU etal., 2001). Apesar de diretas e eficazes em contrapartida, essas técnicas demandam
tempo para o pré-tratamento das amostras e requerem padrdes para a identificacdo dos
compostos. Além disso, a cromatografia gasosa requer que 0s compostos sejam volateis para
serem analisados.

Estudos realizados utilizando RMN de 'H em amostras de café, permitiram a
identificacdo de compostos que aumentaram a pontuacdo no teste de xicara (SITTIPOD et al.,
2019), informagdes sobre o contetdo lipidico (WILLIAMSON; HATZAKIS, 2019);
identificacdo de compostos que possam ser utilizados como marcadores de torrefacdo e
alteracbes quimicas, decorrente da mudanca de temperatura na torrefacdo (FEBVAY et al.,
2019).

2.8 Analise sensorial - Temporal Dominance of Sensations (TDS)

A analise sensorial consiste em varios métodos e técnicas estabelecidos para medir, com
precisdo, as respostas humanas aos alimentos e/ou produtos ndo alimentares, além de fornecer
informagdes importantes para o desenvolvimento de produtos e para 0s cientistas sobre as
peculiaridades dos produtos (LAWLESS; HEYMANN, 2010).

Dentre esses métodos, destaca-se aqui 0 Temporal Dominance of Sensations (TDS),
caracterizado por ser descritivo, ou seja, a finalidade é descrever o perfil sensorial do produto
(LAWLESS; HEYMANN, 2010).

Esta metodologia foi desenvolvida no Centre Européen des Sciences du Gout, no
laboratério LIRIS, em 1999, e foi exposta pela primeira vez no Pangborn Symposium por
Pineau, Cordelle e Schlich (2003). Esta analise sensorial descritivo-temporal foi proposta com

0 intuito de diminuir a duracéo do experimento e evitar o efeito halo-dumping (PINEAU et al.,
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2009). O TDS permite que varios atributos sejam avaliados simultaneamente, mostra a
sequéncia das sensa¢Oes dominantes (ou seja, atributo mais marcante) de um produto ao longo
de um certo tempo (PINEAU et al., 2009, 2012).

S&o apresentados aos provadores os atributos, previamente estabelecidos na tela do
computador. Os atributos que descrevem o produto analisado sdo gerados durante o
treinamento, e distintos métodos de selecdo da lista de atributos sdo empregados pelos
pesquisadores (Di MONACO et al., 2014).

Durante a analise do produto, os provadores sdo orientados a indicar o atributo
dominante durante o tempo de avaliagdo. Os resultados sdo expressos em curvas que remetem
a taxa de dominancia dos atributos (eixo X) versus o tempo (eixo Y). O gréafico apresenta, além
das curvas e da taxa de dominancia, a “linha de chance” e a “linha de significancia”. A linha de
chance é o valor de dominancia que um atributo pode ter ao acaso, e a linha de significancia é
o valor minimo de um atributo considerado significativo (PINEAU et al., 2009).

Apesar do TDS néo avaliar a intensidade de um atributo, a taxa de dominancia fornece
informac@es temporais importantes (LABBE et al., 2009). Bruzzone et al. (2013) e Braghieri et
al. (2016) relataram que o TDS permite maiores coletas de informacBes quando comparada por
andlise de intensidade. Os autores apontaram que o atributo mais marcante avaliado pelos
provadores ndo é, necessariamente, 0 mais intenso.

O TDS tem sido amplamente aplicado em varios produtos na area alimenticia, como em
vinhos (MEILLON et al., 2010; SOKOLOWSKY:; FISCHER, 2012), iogurtes (BRUZZONE et
al., 2013), queijo (RODRIGUES et al., 2018) e café (EVANGELISTA et al., 2015). O café
caracteriza-se por ser uma bebida complexa, composta por varios compostos volateis que
contribuem para o sabor (EVANGELISTA et al., 2014a, 2014b).

De acordo com Labbe et al. (2009), em produtos com sensacGes complexas, o TDS pode
contribuir com mais informacgdes ao ser comparado com outros métodos. Assim, a avaliacdo
por meio da metodologia TDS permite avaliar, de forma rapida e eficaz, simultaneamente,
varios atributos ao longo do tempo, até 0 momento que a percepcdo termine (PINEAU et al.,
2009).
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CONCLUSAO GERAL

A etapa de processamento do café é relevante por envolver a fermentacao e proporcionar
a qualidade da bebida. O fruto do café torna-se um ambiente favoravel para o desenvolvimento
de microrganismos que metabolizam a polpa e a mucilagem, podendo produzir compostos
volateis, que interferem na qualidade sensorial da bebida. Existem varios estudos sobre a
microbiota do café em fermentacao espontanea e a sua influéncia na qualidade da bebida.

Novas metodologias para a conducdo da fermentacdo estdo entrando na cafeicultura,
proporcionando uma melhoria na qualidade ao produzir cafés especiais. Tais metodologias
como o uso de biorreatores, sistema fechado com inducédo a anerobiose pela microbiota epifitica
do fruto, no processo pos-colheita.

No entanto, ha uma escassez de estudos cientificos para compreender a diversidade
microbiana como a sucessdo microbiana, cujos microrganismos dominam neste processo em
diferentes fermentac6es, que contribuem para o perfil quimico e sensorial da bebida final. O
enriquecimento do conhecimento a respeito dos inumeros microrganismos dominantes,
envolvidos na fermentacdo de café e em diferentes regides produtoras, permite melhorar os

resultados em processos induzidos por culturas iniciadoras.
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RESUMO

A comunidade microbiana associada ao processo fermentativo natural ou via Umida do café tem
sido amplamente estudada. No entanto, poucos relatos existem sobre microbiota em diferentes
ambientes em cafés fermentados em biorreatores com sistema de batelada fechado, e com
inducdo de anaerobiose pela propria microbiota epifitico e nem sobre a influéncia deste sistema
na composicdo quimica e qualidade sensorial da bebida final. O objetivo da pesquisa foi
investigar a diversidade microbiana em diferentes fermentacdes utilizando a mesma
metodologia, avaliar o perfil quimico e sensorial de cafés fermentados em biorreatores em
diferentes regibes produtoras do estado de Minas Gerais, Brasil. Duas cidades no Sul de Minas
(Carmo de Minas e Trés Pontas), uma em Matas de Minas (Lajinha) e outra no Cerrado (Monte
Carmelo). Para a analise da microbiota realizou contagens da populacdo de bactérias
mesofilicas, bactérias acido-latico (BAL) e leveduras por meio de plagueamento em superficie.
Os isolados foram agrupados e identificados por meio de MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization — Time of Flight) e sequenciamento da regido ribossdmica. A
determinac&o do perfil quimico foi avaliada por meio de Ressonancia Magnética Nuclear de *H
(RMN de H), e analise sensorial dos gréos torrados pela metodologia Dominancia Temporal
das Sensagdes (TDS). Houve diferenca significativa nas contagens populacional de grupos
microbianos entre os tempos de fermentagdo e processamento. A regido Sul de Minas
apresentou contagens superiores durante a fermentagdo em biorreatores, em Trés Pontas as
bactérias mesofilicas aumentaram de 5,91 Log UFC/g no inicio a 9,17 Log UFC/g em 46h, as
bactérias laticas aumentaram 4,54 Log UFC/g no inicio a 7,17 Log UFC/g em 46 h e em Carmo
de Minas a contagem populacional de leveduras aumentou de 4,69 Log UFC/g no tempo inicial
a 6,30 Log UFC/g em 21 h. Trezentos e oitenta microrganismos foram isolados, 149 bactérias
mesofilicas, 147 bactérias acido-laticas e 84 leveduras. A abundancia de cada microrganismo
foi calculada em relacdo a cada processo de cada cidade. A populacdo de bactérias predominou
durante o processo fermentativo em cafés fermentados em biorreatores. Diversidade de
microrganismos dominantes foram encontradas em cafés de diferentes regides em cafés
fermentados em biorreatores. Leveduras e bactérias especificas foram identificadas em cafés
nas diferentes regides. As leveduras Hanseniaspora opuntiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia
kluyveri, foram detectadas apenas nas cidades de Carmo de Minas (CM), Trés Pontas (TP),
Lajinha (LAJ) respectivamente. Em Monte Carmelo (MC) Saccharomyces cerevisiae foi
detectada em maior abundancia. As bactérias Zymomonas mobilis e Leuconostoc lactis foram
detectadas em CM. Acinetobacter johnsonii e Enterobacter cloacae foram detectadas apenas
em TP. Enterobacter hormaechei foi detectada apenas em LAJ. Bacillus cereus em MC.
Hanseniaspora uvarum, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Weissella
cibaria foram detectadas em todas as regiGes. A maior diversidade de bactérias mesofilicas foi
encontrada em cafés naturais em LAJ. No processo CD maior diversidade foi encontrada em
MC. Leveduras com maior diversidade foram encontradas em TP no processo natural e em CM
no processo CD. A RMN de 'H juntamente com a analise de componentes principais (PCA)
permitiu separacdo entre os grdos verdes de cafés fermentados em biorreatores e controle. O
4cido latico contribuiu para a separacio, foi detectado em altos niveis em biorreatores. Acido
quinico e &cido clorogénico foram correlacionados aos cafés em CM no gréo torrado. As curvas
de TDS variaram com a regido e com o tipo de processamento pos colheita realizado. Dentre
as regioes estudadas, no café natural no Cerrado e no café descascado em Matas de Minas, 0s
atributos caramelo e chocolate foram dominantes e especificas, respectivamente. O atributo
caramelo e amadeirado foram detectados apenas na regido Cerrado, no café natural e café
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descascado, respectivamente. A dominancia do atributo frutado foi comum na regido Mata de
Minas no café natural e na regido Sul de Minas café descascado. A condugdo da fermentacédo
em batelada, ambiente fechado, com limitagdo de oxigénio e anaerobiose induzida pela
microbiota epifitica alterou a microbiota que influenciou a composicédo quimica e sensorial.
Dentre os grupos microbianos estudados, as bactérias foram as dominantes durante todo o
processo fermentativo conduzido nos biorreatores. A microbiota apresentou comportamento
diferente nas distintas variedades. A diversidade em cada fazenda indicou uma microbiota
especifica para a regido geografica e influenciou e influenciou nos sabores. Os cafés
fermentados em biorreatores apresentaram mais compostos quimicos precursores de sabores e
aromas foram correlacionados ao café verde e mais atributos sensoriais foram percebidos em
relacdo ao controle.

Palavras-chaves: Sistema fechado. Inducéo a anaerobiose. Microbiota.
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ABSTRACT

Microbial communities associated with the natural coffee fermentation process or wet coffee
have been widely investigated. However, there are few reports about fermented coffees in
bioreactors with a closed batch system and with the induction of anaerobiosis by the epiphytic
microbiota itself, nor about the influence of this system on the chemical composition and
sensory quality of the final beverage. In this study, the microbiological aspects, chemical and
sensory profile of fermented coffees in bioreactors in three producing regions of Minas Gerais,
Brasil, were evaluated. Two cities in Sul de Minas (Carmo de Minas and Trés Pontas), one in
Matas de Minas (Lajinha), and another one in Cerrado (Monte Carmelo). Two processes were
carried out, natural coffee beans and pulped coffee (PC). The population of bacteria was
evaluated by plating on cultivation media for mesophilic bacteria (Nutrient Agar), lactic acid
bacteria (Man Agar, Rogosa and Sharpe), and yeasts (agar YEPG). Chemical compounds were
analyzed through Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR). Sensory analysis was conducted by
TDS (Temporal Dominance of Sensations). There was a significant difference in population
scoring between different times and between processing in samples. Sul de Minas region had
higher scores during fermentation in bioreactors. In Trés Pontas, mesophilic bacteria increased
from 5.91 Log CFU/g at the beginning to 9.71 Log CFU/g in 46 h, while lactic bacteria
increased from 4.54 Log CFU/g to 7.17 Log CFU/g, respectively. In Carmo de Minas, the
population score of yeast increased from 4.69 Log CFU/g at the beginning to 6.30 Log CFU/g
in 21 h. Three hundred and eighty microorganisms were isolated, 149 mesophilic bacteria, 147
lactic acid bacteria, and 84 yeasts. The abundance of each microorganism was calculated in
relation to each process of each city. The population of bacteria predominated during the
fermentation process in coffees fermented in bioreactors. Diversity of dominant
microorganisms were found in coffees from different regions in coffees fermented in
bioreactors. Yeasts and specific bacteria were identified in coffees in different regions.
Hanseniaspora opuntiae, Torulaspora delbrueckii, and Pichia kluyveri were detected only in
the cities based in Carmo de Minas (CM), Trés Pontas (TP), Lajinha (LAJ), respectively. In
Monte Carmelo (MC), Saccharomyces cerevisiae was detected in a large abundance. Bacteria
Zymomonas mobilis and Leuconostoc lactis were detected only in CM. Acinetobacter johnsonii
and Enterobacter cloacae were detected only in the TP region. Enterobacter hormaechei was
detected only in LAJ. Bacillus cereus only in MC. Hanseniaspora uvarum, Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides, and Weissella cibaria were detected in all regions. The
chemical composition and the sensory profile were influenced as the fermentation process
changed. NMR, along with the principal component analysis (PCA), allowed the separation
between green coffee beans fermented in bioreactors and control. Lactic acid contributed to the
separation; it was detected at high levels. The TDS curves varied with the region and the type
of postharvest processing performed. Among the regions studied, in natural coffee in the
Cerrado and the pulped coffee in Matas de Minas, caramel and chocolate attributes were
dominant and specific, respectively. The caramel and woody attributes were detected only in
the Cerrado region, in natural coffee, and pulped coffee, respectively. The dominance of the
fruity attribute was common in the Mata de Minas region in the natural coffee and in the
Southern region of Minas Gerais pulped coffee. The dominance of the fruity attribute was
common in the Mata de Minas region in the natural coffee and in the Southern region of Minas
Gerais pulped coffee. Conduction of batch fermentation, closed environment, with oxygen
limitation and anaerobiosis induced by epiphytic microbiota affected the microbiota and altered
the chemical and sensory composition. The microbiota presented different behavior in different
varieties. The diversity in each farm indicated a specific microbiota for the geographic region
and influenced the flavors. Among the microbial groups studied, bacteria were the dominant
ones throughout the fermentation process conducted in bioreactors. The coffees fermented in
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bioreactors presented more chemical compounds precursors of flavors, and aromas were
correlated with green coffee, and more sensory attributes were perceived concerning control.

KEYWORDS: System closed. Induction to anaerobiosis. Microbiota.
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1. Introducgéo

O café é uma das bebidas mais consumidas mundialmente, e apresenta importancia
econdmica para diversos paises produtores e consumidores. A producdo mundial de café em
2018/2019 atingiu cerca de 171 milhdes de sacas de 60 Kg (ICO, 2019). O Brasil € o maior
produtor e exportador de Coffea arabica com 53,34 milhdes de saca de 60 kg na safra de 2018
(ICO, 2019). Os principais estados brasileiros produtores sdo Minas Gerais, Espirito Santo e
Sédo Paulo (CONAB, 2019).

A qualidade do café pode ser influenciada pelos fatores genéticos, condi¢gdes ambientais,
localizacdo geografica, praticas agricolas e aspectos pés colheita. (SUNARHARUM;
WILLIAMS; SMYTH, 2014; KREUML et al., 2013; BARBOSA et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2005).

Ap06s serem colhidos, os frutos do café podem passar por trés tipos de processamento:
via seca que produz o café natural; via semi-seca que produz o café descascado (CD) e via
umida, que produz café descascado, despolpado ou desmucilado (BRANDO; BRANDO, 2015).
Cada processo apresenta uma etapa de fermentacdo que podera influenciar no sabor e aromas
caracteristicos da bebida (SCHWAN; WHEALS, 2003). Contudo, nesta etapa, tém-se
desenvolvido novas tecnologias que podem proporcionar aumento na qualidade do produto
final, como o uso de biorreatores (BRESSANI et al., 2018; BRESSANI et al., 2020).

A fermentacdo do café € um processo natural que ocorre devido a presenca de
microrganismos, tais como, leveduras, bactérias e fungos filamentosos que atuam
metabolizando os compostos organicos presentes no fruto e produzindo metabdlitos que
contribuirdo para o perfil sensorial da bebida (EVANGELISTA et al., 2015; HAILE; KANG,
2019). Assim, o estudo da biodiversidade da microbiota dominante em diferentes regides torna-
se importante por influenciar na qualidade do produto. Além da possibilidade desses
microrganismos serem potencialmente utilizados como culturas iniciadoras com a finalidade de
melhorar a qualidade do produto, ampliando os atributos sensoriais. (EVANGELISTA et al.,
2015).

Entre as tecnologias aplicadas para identificagdo de compostos quimicos, a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tém-se destacado por ser uma
técnica rapida e versatil, permitindo identificar varios compostos simultaneamente em uma
Unica analise (LENZ; WILSON, 2007). Esta técnica aliada a analise multivariada de dados,

como a Analise dos Componentes Principais (PCA) € uma ferramenta poderosa para classificar
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grupos de amostras e caracterizd-las de acordo com as varidveis (OHNO et al., 2011;
NAMANJA et al., 2019; DA SILVA et al., 2019; SON et al., 2008).

Métodos enfatizando a fermentacdo com o objetivo de melhorar a qualidade do café tem
sido recentemente reportados, porém tem-se a dificuldade de alcancar o mesmo resultado ao
replicar (PENUELA-MARTINEZ; ZAPATA-ZAPATA; DURANGO-RESTREPO, 2018).
Sabe-se que o0 uso de biorreatores, sistemas fechados, resulta em melhoria na qualidade da
bebida (BRESSANI et al., 2018; BRESSANI et al., 2020). No entanto estudos sdo necessarios
para investigar a performance microbiolégica em distintas fermentacdes, perfil quimico e
sensorial de cafés fermentados nesses ambientes. N&o obstante, hé de se levar em consideracao
as condicdes ambientais das diferentes regides e os microrganismos dominantes especificos em
cada regido, os quais possivelmente irdo influenciar na qualidade da bebida. Faz-se necessario
assim investigar a diversidade microbiana, perfil quimico e sensorial de cafés fermentados em
sistema fechado com inducéo a anaerobiose pela prépria microbiota epifitica.

O objetivo da pesquisa foi investigar a diversidade microbiana em diferentes
fermentacdes utilizando a mesma metodologia, avaliar o perfil quimico e sensorial de cafés

fermentados em biorreatores obtidos em diferentes regides do estado de Minas Gerais, Brasil.
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2. Material e Métodos

2.1 Localizacao das lavouras, procedimentos de colheita e processamento dos cafés

Cafés cereja e despolpado (Coffea arabica L.) das variedades Bourbon Amarelo,
Catucai Amarelo e Rubi pertencente a trés regides produtoras em Minas Gerais, Brasil: Cerrado
Mineiro (Monte Carmelo), Sul de Minas (Trés Pontas e Carmo de Minas) e Matas de Minas

(Lajinha) (Tabela 1) foram utilizadas neste trabalho.

Tabela 1- Dados geograficos e ambientais das cidades de amostragem.

Regido Cidade Latitude* Longitude* Altitude (m) Variedade

Cerrado MC 18° 48’ 47° 27 963,35 Rubi
Sul de Minas TP 21° 227 45° 30 885 Catucai Amarelo
CM 22° 06° 45° 30 1161 Bourbon Amarelo
Mata de Minas LAJ 20° 09 41° 37 470 Catucai Amarelo

MC: Monte Carmelo; TP: Trés Pontas; CM: Carmo de Minas; LAJ: Lajinha.
Fonte: *Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica: IBGE (2010).

O processo fermentativo foi conduzido em biorreatores de polietileno de alta densidade,
cilindricos com capacidade para 50L (MOTA et al., 2020). Aproximadamente 40L de café
natural e descascado foram fermentados espontaneamente em biorreator. O controle foi
realizado de acordo com o processamento natural realizado pelos produtores, ou seja,
fermentacdo direto em terreiro suspenso. A temperatura e a concentragdo de solidos soltveis
(°Brix) foram mensuradas durante a fermentacdo em intervalos de 12 horas. O processo
fermentativo foi finalizado apds a estabilizacdo da temperatura (VELMOUROUGANE, 2013;
MARTINS et al., 2020). Os graos foram transferidos para terreiro suspenso até atingir umidade
de 11-12%. As amostras coletadas foram armazenadas a -18°C até a realizagdo das andlises
microbioldgicas, quimicas e sensorial. As amostras, exceto do tempo inicial (TO), foram
retiradas de acordo com a variagdo da temperatura da massa no interior do biorreator (Tabela
2). As amostras do TO, T1, T2, inicio de secagem e final de secagem foram utilizadas para
analises microbioldgicas e em todos tratamentos, final de secagem para analises quimicas e

sensorial.
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Tabela 2 - Tempo e temperatura de fermentacdo em horas (h) e em (°C).

Café natural Café descascado
TO T1 T2 TO T1 T2
Temp. Temp. Tempo Temp. Tempo| Temp. Temp. Tempo Temp. Tempo
) 6 (M ¢ m | ¢ ¢ M (6 (h
MC 22 26 41 29 52 20 26 41 29 66
TP 18 25 46 30 87 21 23 46 29 67
CM 18 23 21 27 62 18 21 21 27 62
LAJ 25 25 24 29 69 23 22 19 29 66

MC: Monte Carmelo; TP: Trés Pontas; CM: Carmo de Minas; LAJ: Lajinha. TO: tempo inicial; T1:
tempo de retirada da amostra de acordo com a temperatura no interior do biorreator; T2: tempo final da
fermentacdo de acordo com a estabilizacdo da temperatura; Temp.: temperatura de fermentacéo.

Cidades

2.2 Analise microbioldgica

2.2.1 Contagem da populacdo

Dez gramas das amostras de café foram adicionados a 90 mL de agua peptonada (1 g/L
peptona bacteriol6gica [Himedia, Mumbai, india]) homogeneizados a 100 rpm por 20 min em
shaker e preparadas diluicdes decimais. As bactérias mesofilicas e bactérias acido-laticas
(BAL) foram enumeradas e isoladas em Agar Nutriente (Himedia, Mumbai, india) e 4gar MRS
(Himedia, Mumbai, India), respectivamente, contendo 0,4% (v/v) de nistatina (EMS, Sio
Paulo, Brasil) para inibir o crescimento de leveduras e fungos filamentosos. As placas foram
incubadas por 48 h a 28 e 37 °C, respectivamente. Leveduras foram enumeradas e isoladas em
agar YEPG (10 g/ L extrato de levedura [Himedia, Mumbai, india], 20 g/ L glicose (Dinamica,
S40 Paulo, Brasil), 20 g/L peptona (Himedia, Mumbai, india) e 20 g/L &gar (Himedia, Mumbai,
india) em pH 3,5 para inibicdo de bactérias e incubadas a 28 °C por 48 h.

Apbs o periodo de incubacdo, foi registrado o numero de unidades formadoras de
colénias (UFC). Nas amostras do T1, as col6nias foram escolhidas aleatoriamente em um
namero igual a raiz quadrada do numero total de colbnias presentes nas placas contadas,
buscando garantir que todas as morfologias diferentes das colénias fossem recuperadas em cada
caso (VILELA, PEREIRA, SILVA, BATISTA & SCHWAN, 2010).
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2.2.2 ldentificagao dos isolados por MALDI-TOF

Bactérias e leveduras isoladas foram identificadas por MALDI-TOF microflex LT
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Trezentos e oitenta isolados foram
cultivados por 18 h em placas usando meio de cultura especifico para cada grupo
taxondmico. Para analise de bactérias, vinte miligramas da massa celular da placa de cultura
foram adicionados a um tubo contendo 6 uLL de uma solugao organica (etanol / acetonitrila/acido
trifluoroacético (10%), 1:1:1). A andlise de leveduras, vinte miligramas da massa celular foram
adicionados a um tubo contendo 6 pL de acido formico a 25% em agua (v/v). Ambas as
amostras foram submetidas a homogeneizadas em 30 segundos em vortex. As leveduras foram
submetidas a banho de ultrassom por 5 min. O sobrenadante (1 pL) foi adicionado a placa de
aco inoxidavel do MALDI-TOF. Um pL da solugdo da matriz acido a-ciano-4-hidroxicindmico
(CHCA) (10 mg de CHCA/mI de solucéo organica) foi adicionado e misturado suavemente. As
amostras foram secas a temperatura ambiente e analisadas por MALDI-TOF. Cada isolado foi
analisado em triplicata para medir a qualidade e a reprodutibilidade dos espectros. A calibracdo
foi realizada com a bactéria Escherichia coli K12, como descrito por Lima-Neto et
al. (2014). E. coli foram cultivadas por 18 h em meio de agar Luria-Bertani (LB) e incubadas a
37 °C por 18 h. Os espectros de massa foram analisados com o software MALDI Biotyper 3.0
(Bruker Daltonics) (LIMA-NETO et al., 2014).

2.2.3 Extracdo de DNA de isolados

Cepas representativas de cada cluster gerado pelo Maldi-Tof ou aquelas que ndo forem
passiveis de serem identificadas usando esta técnica (score < 1.7) foram submetidas a analise
de identificacdo molecular.

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada de acordo com Cocolin, Bisson e Mills
(2000). As amostras foram amplificadas por PCR e analisadas em gel de agarose a 1%. O DNA
foi quantificado usando o instrumento Nanodrop spectrophotometer (Nanodrop lite

spectrophotometer Thermo Scientific, USA) e armazenadas a -20 ° C para uso posterior.
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2.2.4 ldentificagdo molecular

Um total de 93 bactérias e 39 leveduras foram submetidas ao sequenciamento da regido
do gene 16S rRNA e na regido ITS usando os primers ITS, respectivamente. A regido do gene
16S rRNA foi amplificada usando os primers 27f (51-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
1512R (5’- ACGGCTACCTTGTTACGACT -3’) (DEVEREUX E WILLIS, 1995). A
amplificacdio na regido ITS foi realizada wusando os primers ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") ¢ ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%)
(NIELSEN et al. 2007).

Os produtos de amplificacdo foram sequenciados pela Go Genetic (Curitiba, Brasil). As
sequéncias foram alinhadas usando o programa de edicdo e alinhamento de sequéncias BioEdit
7.2 e foram comparados com banco de dados do GenBank utilizando o programa Basic Local
Alignment Tool (BLAST) (Centro Nacional de Informacéo de Biotecnologia, Bethesda, MD)
para a identificagéo.

2.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os compostos quimicos foram analisados pela técnica de espectroscopia RMN. Os graos
de café verde e os grdos torrados de todos os tratamentos foram moidos em moinho analitico
Al1l Basic (IKA, Sao Paulo, Brasil). As amostras trituradas (10g) foram liofilizadas por 48 h.
A extracdo foi realizada conforme descrito por Kim; Choi; Verpoorte, (2010). Cinquenta mg
dos gréos liofilizados e pulverizados foram submetidas a extracdo com uma combinacédo de 0.5
mL de solucdo tampé&o de fosfato monopotassico (KH2PO4) em agua deuterada (D20) (pH 6.0),
contendo 0.01 % (p/v) do 2,2,3,3-ds-(3-trimetilsilil)-propionato de sodio (TSP-ds) como
referéncia interna e 0.5 mL de metanol-ds. Posteriormente foram agitadas em vortex por 1
minuto e em sequéncia extraidas por 20 minutos em banho de ultrassom e centrifugados a 16000
rpm por 15 minutos. O sobrenadante (0,7 mL) foi adicionado ao tubo de RMN com didmetro
de 5 mm.

Os espectros de RMN de tH foram adquiridos em um espectrometro Bruker AVANCE
DRX operando a 400MHz no Laboratorio de Ressondncia Magnética de Alta Resolugédo
(LAREMAR) do Departamento de Quimica-ICEx da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos a uma temperatura de 300 K, com janela
espectral de 16 ppm, nimero de pontos 32k, com pré-insaturacdo do sinal de HDO. Para cada

amostra 128 promedicoes foram coletados, tempo de aquisicdo (AQ) e recuperacéo (d1) de 2.6
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s 2.0 s, respectivamente A sequéncia de pulsos com supressdo de agua (‘zgpr') foi usada para
adquirir RMN de *H. Para o processamento foi utilizado o alargamento de linha de 0,3 Hz,
anterior a transformada de Fourier. As fases e linhas de base foram corrigidas automaticamente
utilizando o programa Topspin (Bruker Biospin Corporation, Billerica, MA, USA) e, por fim,
0s espectros foram calibrados pelo sinal do TSP-d4 em 0.00 ppm.

As atribuicdes dos metabolitos foram realizadas por comparacao dos espectros com 0s
dos compostos de referéncia disponiveis no banco de dados do programa Chenomx Suite 7.0.
Além do banco de dados do programa, empregaram-se valores descritos na literatura (KIM;
CHOI; VERPOORTE, 2010; SANTOS PIMENTA et al., 2014; WEI et al., 2010; WEI et al.,
2012; WEI et al., 2014), e ainda o uso das técnicas J-resolvido, HSQC-TOCSY e COSY.

2.3.1 Andlise estatistica multivariada de dados de RMN

Os espectros de RMN de *H dos extratos dos grdos foram transformados para arquivos
ASCII pelo programa AMIX (Bruker Biospin Corporation, Billerica, MA, USA). A partir
desses arquivos foi construida uma matriz com deslocamento quimico () versus intensidade.
Essa matriz foi submetida ao tratamento multivariado de dados com o método de anélise de
componentes principais (PCA), empregando-se o software Matlab® versédo 7 (Mathworks Inc.).
Todos os dados foram submetidos a centralizacdo da média e, antes das analises, as regifes o
4,75-4,95 e ¢ 3,30-3,32 foram removidas para eliminar qualquer variabilidade devida ao sinal

da 4gua e do metanol.

2.4 Anadlise sensorial - Temporal Dominance of Sensations (TDS)

As amostras de café (naturais e descascados) de cada regido foram preparadas de acordo
com a Specialty Coffee Association of America (SCA, 2019). O café (100 g) foi torrado em
uma torrefadora (Probatino, Curitiba, Brasil) e moido em um moinho elétrico (Pinhalense, S&o
Paulo, Brasil). A proporcéo foi de 8.25 g de café por 150 ml de &gua. Um painel de trés
especialistas treinados em café com certificados Q-Grader avaliou as amostras. A temperatura
utilizada foi entre 50 e 55° C. A lista de atributos foi definida em um pré-teste com o0s
avaliadores treinados. Os oito atributos mais citados foram selecionados para avaliagédo no TDS
(PINEAU et. al., 2009). Os atributos selecionados pelo painel foram: frutado, amadeirado,
vinhoso, chocolate, caramelo, cana de agUcar, herbéceo e agucar caramelizado. Os participantes

ingeriram o café e movimentaram na boca por 3 segundos antes de engolir. A duracdo da analise
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foi 20 segundos para cada amostra. As amostras foram codificadas com trés digitos
(PALERMO, 2015) e avaliadas em trés repeticdes. O software utilizado para aquisicdo de
dados foi o SensoMaker, versdo 1.8) (NUNES; PINHEIRO, 2012).

2.5 Andlise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. Um arranjo
fatorial triplo 4 x 5 x 2 de tratamento foi utilizado para analisar os resultados da contagem
populacional. Foram estudadas amostras de café originadas de quatro fazendas
(individualmente), 5 tempos de fermentacGes e dois processos de café (café descascado e café
natural). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott. Os dados foram analisados no
software SISVAR (FERREIRA, 2014). A significancia foi definida em p <0,05.
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3. Resultados
3.1 Anélises microbioldgicas

A temperatura no interior do biorreator variou para cada fazenda (Tabela 3), o que
resultou em tempos de fermentagdo diferentes para completar o processo em cada localidade.
A estabilizagdo da temperatura ocorreu ao atingir entre 27 °C e 30 °C indicando o final do
processo fermentativo.

Os teores de solidos soltveis em °Brix (Tabela 3) também variaram apresentando
decréscimo em todos os tratamentos. Os valores °Bx variaram entre 0s processos € entre as
regides. No Cerrado para o processo natural variou de 23° a 21°, no processo CD variou de 27
a 22 °Bx em 41 h de fermentacdo em ambos processos. Na regido Sul ed Minas em Trés Pontas
para 0 processo natural variou de 26 a 23 °Bx para o CD variou de 18 a 16 °Bx em 46 h de
fermentagdo, ambos os processos. Em Carmo de Minas variou de para o processo natural 20 a
12 °Bx e para o processo CD variou de 22 a 14 °Bx, 21 h para ambos o0s processos. Em Matas
de Minas para o processo natural variou de 22 a 19 °Bx em 24 h e para o processo CD iniciou
com 25 a 24 °Bx, 19 h.

A contagem populacional de bactérias mesofilicas, bactérias laticas e leveduras estéo
descritas na Tabela 3. Contagens superiores foram observadas na regido Sul de Minas, bactérias
mesofilicas e 4cido-laticas na cidade de TP no café natural, enquanto que em Carmo de Minas
as contagens de leveduras no café natural foram superiores a populacdo bacteriana.

Houve diferenca significativa na populacdo microbiana entre os processos e o tempo de
fermentacdo (Tabela 3). No T1 de fermentacdo, observou-se populagcdes microbianas superior
no processamento natural em relacdo ao café descascado, atingindo a diferenca de 3,05 log
UFC/g na contagem populacional das bactérias mesofilicas na cidade de Trés Pontas e no
Cerrado chegou a 2,46 log UFC/g. Dentre os grupos microbianos nas diferentes regides, na
cidade Trés Pontas no tempo de 46 h de fermentacdo, as contagens de bactérias mesofilicas e
bactérias laticas foram maiores que o tempo inicial e final alcangando 9,17 log UFC/g e 7,14
log UFC/g, respectivamente, para o café natural. No Cerrado, as contagens de bactérias
mesofilicas atingiram 7,8 log UFC/g e 5,35 log UFC/g no café natural e descascado,
respectivamente. As contagens de BAL diferiram no café natural e descascados atingiram 6,72
e 5,56 log UFC/g, respectivamente. Em Sul de Minas na cidade Carmo de Minas, contagens de
bactérias mesofilicas atingiram 5,99 log UFC/g e 4,82 log UFC/g para o café natural e
descascado, respectivamente. Enquanto a populagdo de BAL foi de 6,16 log UFC/g e 5,02 log

UFC/g para o café natural e descascado, respectivamente, e leveduras atingiram a populacéo
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méaxima no café natural (6,30 log UFC/g) em comparacdo com as demais regides. No decorrer
da secagem a contagem da populacional decresceu ou esteve presente em ndmeros <2 log
UFC/g.



Tabela 3 - Contagem populacional (log UFC/g) de bactérias e leveduras, tempo de fermentacdo, teor de sélidos solGveis
totais, temperatura ambiente e temperatura de fermentacdo em quatro cidades.

Tempo de TF
Cidade  Proc. ferm. (h)  °Brix** 1A (°C)** BM BAL Leveduras
Nat CD Nat CD (°C) Nat CD  Nat CD Nat CD Nat CD
MC Ferm. 0 0 23 27 22 22 20 480" 6,09PA 35598 455PA <2008 351
41 41 21 22 25 26 26 7.81% 53538 g§72°A 55gaB 33gbB 3 93bA
52 66 *xx **x 29 29 29 388 4364 373°%® 418°A 380 3810
Secagem 1% 1% xkx sk ok w X g gobB pp3aA g EqbA 4 23¢B 37gaB  39paA
F&@ F% sxk dooe % % % 900dA <2009 342°A <2,00%® <2,00°A <2,009A
TP Ferm. 0 0 26 18 22 18 21 591°%® 6,06P 454°%® 5293 378 4763
46 46 23 16 25 25 23 9,17* 6,12" 714* 5363 5983 39308
87 67 *xx xxx 25 30 29 §3928 575PA g16°A 54238 56934 3830
Secagem 1% 1% dwx ek x ok % gagbB g71eA golbA 3870 g43bA 3 g70B
F&@ F% sxk dooe % % % 46604 <200B <2009 <2,00°A <2,00% <2,00°A
CM Ferm. 0 0 20 22 17 18 18 583P% 5943 497PA 4873 469°%® 3899
21 21 12 14 18 23 21 5993 482P8 §16%A 496°® 6,30 459"
62 62 *xx kkx D0 27 27 AT1A 472N 462°A 345°® 585PA 4973
Secagem 1% 1% wex weex o x x % 37g8d8 46304 49004 389P8 375%B  404°A
Fa F& %xx *xx % * *  <200°¢A <2’00eA <2100dA <2100dA 3,48dA <2,OOEB
LAJ Ferm. 0 0 22 25 21 25 23 5323 589% 345 723 <200PB 3,73PA
24 19 19 24 27 25 22 394°® 566* 367" 573PA <200°F 3,98°A
69 66 **x *xx 29 29 27 382%® 5613 607 553°% 4703 483
Secagem 1% 1% dwx sk w0k % 4 96bB §ogeA 366D 5 13dA 4 g32A 4 959A
F&@ F% sxk s % % % 90 dA <200 <2009 <2,00%A 4,952 <2,00°B

Proc.: processo; Ferm.: fermentacdo; TF: temperatura de fermentacdo; TA: temperatura ambiente; BM: bactérias mesofilicas; BAL:

bactérias acido-laticas; MC: Monte Carmelo; TP: Trés Pontas; CM: Carmo de Minas; LAJ: Lajinha. Nat: café natural. CD: café

descascado. I: inicio; F: final.



Os dados sdo exibidos como média. As médias seguidas de letras minusculas na coluna e maiusculas na linha diferem significativamente
para o teste Scott-Knott (p <0.05).

* ndo avaliado. ** Dados médios de tratamentos. ***ndo detectado.

& Tempo inicial de secagem e tempo final de secagem ndo avaliado.
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Trezentos e oitenta microrganismos foram isolados, 149 pertencentes a bactérias
mesofilicas, 147 Bactérias acido-laticas e 84 leveduras. A Figura 1 mostra identificacdo
molecular e abundancia da microbiota dominante de cafés de diferentes regides. As cepas
identificadas por MALDI-TOF e confirmada pelo sequenciamento do DNA, foram depositadas
na Colecdo de Culturas de Microbiologia Agricola (CCMA), Lavras, Minas Gerais, Brasil. A
abundancia de cada microrganismo foi calculada em relagéo a cada processo de cada cidade.
As bactérias identificadas pertencem ao filo Firmicutes, Proteobacterias e Actinobacterias. Em
ambos os processos, houve predominancia do filo Firmicutes representados pelos géneros Bacillus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Staphylococcus, Pediococcus e Weissella,

Dezessete espécies de bactérias mesofilicas foram identificadas pertencentes a 10
géneros. Algumas espécies foram encontradas somente no café natural: Arthrobacter koreensis,
Cellulosimicrobium sp, Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaechei, Zymomonas mobilis.
Outras espécies foram detectadas apenas no processo CD:  Acinetobacter johnsonii,
Acinetobacter oryzae, Bacillus cereus e Leuconostoc lactis. Mais espécies de bactérias foram
detectadas no café natural em relacdo ao CD (Figura 1). A maior diversidade de espécies de
bactérias mesofilicas identificadas no café natural foi em Matas de Minas e no CD foi no
Cerrado. (Figura 1). No processo natural foram detectadas populacdo maxima de Lactobacillus
plantarum e Sthaphylococcus warneri na regido do Cerrado (7,91 log UFC/g) e em Trés Pontas
(8,87 log UFC/qg) na regido Sul de Minas, respectivamente. As espécies Lactobacillus brevis e
Lactobacillus plantarum foram predominantes, atingiram 5,93 e 5,94 log UFC/g,
respectivamente em Carmo de Minas na regido Sul de Minas. No processo CD Bacillus subtillis
e Lactobacillus plantarum foram as espécies dominantes atingiram 4,62 log UFC/g em Matas
de Minas (Figura 2).

Cinco espécies de bactérias acido-laticas foram detectadas em ambos processos, café
natural e café CD: Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus pentosaceus e Weissella cibraria. A maior diversidade de espécies de bactérias
acido-laticas foi encontrada no Cerrado no processo natural e no processo CD foi em Matas de
Minas. Na cidade em Carmo de Minas na regido Sul de Minas a espécie Lactobacillus brevis
apresentou maior abundancia no café natural e café CD. A espécie Leuconostoc mesenteroides
predominou no café natural na regido Cerrado (7,11 log UFC/g) e Sul de Minas em Trés Pontas
(7,50 log UFC/g) e em Carmo de Minas (5,95 log UFC/g) e no processo CD na regido Matas
de Minas (4,56 log UFC/qg).

Sete espécies de leveduras foram identificadas pertencentes a 6 géneros. Torulaspora

delbrueckii foi encontrada apenas no café natural. Hanseniaspora opuntiae e Pichia kluveri
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foram detectadas apenas no café descascado. A maior diversidade de espécies de leveduras foi
detectada na regido Sul de Minas, na cidade de Trés Pontas no café natural e em Carmo de
Minas no café CD (Figura 1). A levedura Hanseniaspora uvarum esteve presente em ambos 0s
processos na cidade de Trés Pontas com abundancia superior a 50%. Saccharomyces cerevisiae
foi detectada em maior abundéncia em CD no Cerrado. No processo natural foram encontradas
populacdo méaxima das espécies Hanseniaspora uvarum e Saccharomyces cerevisiae
predominaram no Cerrado, ambas atingiram 3,54 log UFC/g. Na regido Sul de Minas, em Trés
Pontas Hanseniaspora uvarum e em Carmo de Minas Saccharomyces cerevisiae ocorreram em
maior populacgdo atingiram, respectivamente 5,86 log UFC/g e 5,30 log UFC/g. No processo
CD Hanseniaspora uvarum, Meyerozyma caribbica e Pichia kluyveri predominaram com

populacédo de 3,60 log UFC/g em Matas de Minas.

Figura 1 - Heatmap das espécies de bactérias e leveduras presentes no café natural e descascado
no T1 de fermentacdo conduzida em sistema de batelada fechado, sem adicdo de 4gua
e anaerobiose induzida, identificadas pelo sequenciamento. A escala é mostrada no
final da imagem.

Espécies identificad Café natural Cafe descascado Numero de acesso *

— Acinetobacter johnsonii MHI119667.1
Acinetobacter orvzae MHT712975.1
Arthrobacter koreensis KY660476.1
Bacillus sp. FJ948786.1
Bacillus ceveus HQ238772.1
% Bacillus subtilis HQ670592.1
= Cellulosimicrobium sp MN601283.1
% Enterobacter cloacae MN310004.1
E Enterobacter hormaachel MK968191.1
\% Lacrobacillus brevis MN431357.1
=
2 Lactobacillus plantarum KF929426.1
S M Leuconostoc lactis CP042390.1
‘E Leuconostoc mesenteroides MN559405.1
5 Staphylococcus epidermidis LR735440.1
E Staphylococcus warneri MNE96563.1
8- " Weissella cibaria MNT720515.1
g g Zymomonas mobills HM102366.1
'_6‘ . Lactobacillus brevis MN431357.1
-‘g Lactobacillus plantarum KF929426.1
\: Leuconostoc mesenteroides MN559799.1
\E Pediococcus penfosaceus MNT04679.1
E - Weissella cibaria MNT720515.1
A — Candida glabrata MH699024.1
" Hanseniaspora opuntiae MN268780.1
g Hanseniaspora uvarum KY1035356.1
-g Meyerozyma caribbica MN244375.1
— Saccharomyces cerevisiae MN648705.1
Pichia kuyveri MN371880.1
E— Torulaspora delbrueckii MN371902.1
0 5 50 100 %
Abundancia (%) [T e

*Numero de acesso ao banco de dados Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi);
MC: Monte Carmelo (Cerrado); TP: Trés Pontas (Sul de Minas); CM: Carmo de Minas (Sul de
Minas); LAJ: Lajinha (Matas de Minas).
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Figura 2 - Heatmap da contagem populacional (log UFC/g) das espécies de bacteérias e leveduras
presentes no café natural e descascado no T1 de fermentacdo conduzida em sistema
de batelada fechado, sem adi¢cdo de 4gua e anaerobiose induzida, identificadas pelo
sequenciamento. A escala € mostrada no final da imagem.

Espécies identificadas Café natural Café descascado Numero de acesso*
P CM

N ——  Acinetobacrer johnsonii 5,69 MH119667.1
Acinetobacter oryzae 4.00 MH712975.1

Arthrobacter koreensis 3,40 KY660476.1

" Bacillus sp 3.90 520 FI948786.1

5 Bacillus cereus 4,00 HQ238772.1

= Bacillus subrilis 4 HQ670592.1

2 Cellulosimicrobium sp 3,40 MNG601283.1

E Enrerobacter cloacae MN310004.1

= Enterobacter hormaechei 323 MK968191.1

5 Lactobacillus brevis *5,93 3,90 5,83 MN431357.1

2 E Lactobacillus plantarum 3 5,94 330 553 y KF929426.1
E m Leuconostoc lacris 4,70 CP0423%0.1
g Leucanostoc mesenteroides MN559405.1
2 Staphylococcus epidermidis H LR735440.1
é é Staphylococcus warneri 5,30 MNG96563.1
o E Weissella cibaria 5,30 B o MN720515.1
g o — Zymomonas mobilis 5,30 HM102366.1
% Lactobacillus brevis 6,23 B . ! MN431357.1

= Lactobacillus plantarum KF920426.1
8 Leuconostoc mesenteroides MN559799.1
‘g Pediococcus pentosaceus 3.69 6,28 MN704679.1
5 Weissella cibaria . L 395 5,51 MN720515.1
Candida glabrata MH699024. 1
wn Hanseniaspora opuntiae MN268780.1
g Hawnsenlaspora uvarim KY103556.1
B Meyerozyma caribbica MN244375.1
53 Saccharomyces cerevisiae MN648705.1
— Pichia kuyveri MN371880.1
L Torulaspora delbrueckii MN371902.1

<2 5 10 Log UFC/g
Contagem populacional (Log UFC/g) - -

*Numero de acesso ao banco de dados Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi);
MC: Monte Carmelo (Cerrado); TP: Trés Pontas (Sul de Minas); CM: Carmo de Minas (Sul de
Minas); LAJ: Lajinha (Matas de Minas).

2 Composic¢do quimica

Os espectros representativos unidimensionais (1D) de RMN de H para café verde e
grdo torrado estdo apresentados na Figura 3. Os espectros de café apresentaram sinais
caracteristicos de varios compostos como alanina (0 1,48), acido y -amino butirico (GABA)
(01,90; 2,32; 3,01), sacarose (05,39), glicose (6 5,17; 4,58), glicina (83,55), acido citrico
(02,74; 2,56), acido succinico (o 2,53), cafeina (867,91), trigonelina (6 8,86; 4,45), acido
férmico (0 8,46), acido clorogénico (CGAs) (07,60 H-7, 6,36 H-8'), &cido malico (54,31;
2,74; 2,66), acido latico (6'1,34).
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Figura 3 - Espectros de RMN de *H a 400 MHz de cafés fermentados em biorreatores e controle
de Matas de Minas.

Glicose Cafeina

(‘- _\ Acido acético
CGAs c1 Trigonelina CGAs A

I W A e L& ‘ s

Al d Acido malico A //m
b LJ.._._\JJ N LN __I_A_J_A_L,L_.kﬁ__u__ﬁm__.x‘&“l" M NS
Cc2 .
A2 Sacarose ACidD citrico Cafeina
Ml / ‘
_l\_l_rJ\_l_ .ilJ,_.JI.__ Iﬂ\_\ ot ,..A‘i YN ;,H/LJ«LJJ_L), - . | lJ_ I ok A J_u,_-" b
Bl Glicose D1
\ . “ Acido succinico Acido l4tico
f
i/ /
s L | ILJM l’ .l RPN G ) O Y Y R .I."~' M N
D2
B2 | Alanina ‘

Ll l.’uillﬂ'uj ) |

Gréo verde - Biorreator (A); controle (B); Grao torrado - (C) Biorreator (D) controle; 1 — café
natural; 2 — café descascado. CGAs: Acido clorogeénico.

Para avaliar diferencas no conteddo metabolito, os dados foram analisados por
quimiometria. Com a finalidade de diferenciar os tratamentos nos distintos processos
fermentativos de café foi realizado a Anélise dos Componentes Principais (PCA) (Figura 4). O
gréfico de scores (Figura 4A) revelou discriminacdo dos grdos verdes provenientes de
fermentacdo conduzida em biorreatores em relacdo ao controle. A componente principal PC1
explicou 83,9% da variancia dos dados, os cafés fermentados em biorreatores foram agrupados
em valores positivos de PC1, enquanto o controle se concentrou nos valores negativos de PCL1.

No grafico de “loadings” (pesos) (Figura 4B) mostra-se variaveis importantes na
diferenciacdo das amostras em relacdo ao PC1. A secdo superior do grafico de pesos de PCA
indica niveis relativamente mais altos de compostos quimicos em cafés fermentados em
biorreatores em comparacao com o controle, enquanto a secéo inferior indica niveis mais baixos
(KO et al., 2009; SON et al., 2008). A diferenciacdo ocorreu pelo aumento nas ressonancias
nos compostos quimicos: acido clorogénico, acido latico, sacarose e trigonelina nos cafés
fermentados em biorreatores. Alem disso, ocorreu aumento na ressonancia da glicose no
controle que contribuiu para o agrupamento. A acdo da microbiota modificou a composicao
guimica, os cafés fermentados em biorreatores apresentaram mais compostos precursores de

aroma e sabor do que o controle.



64

Figura 4 - Gréfico de scores (A) e loadings (B) de PCA dos espectros de RMN de *H DE 400
MHz de gréos verdes do café natural e descascado.
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Para os grdos torrados, a PCA (explicou 82,87% da variancia) foi realizada para destacar
possiveis agrupamentos de amostras de acordo com os tratamentos. Nao foi possivel destacar
compostos quimicos para diferenciacdo das amostras entre os tratamentos, porém observa-se
no gréafico de pesos (Figura 5B) um agrupamento em PC1 negativo (73,95% da variancia total)
dos diferentes tratamentos da cidade em Carmo de Minas na regido Sul de Minas. Os compostos
quimicos acido clorogénico e acido quinico estiveram relacionados aos cafés da Regido Sul de
Minas em Carmo de Minas.
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Figura 5 - Grafico de scores (A) e loadings (B) de PCA dos espectros de RMN de *H DE 400
MHz de gréos torrados do café natural e descascado.
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3.3 Analise sensorial

As curvas de Dominancia Temporal das Sensacgdes (TDS) em diferentes fazendas séo

apresentadas nas figuras 6 e 7. Cada regido apresentou atributos dominantes e diferentes entre

elas no café natural e CD no tratamento em biorreator e no controle.

O perfil sensorial no café natural apresentou peculiaridades. A regido Cerrado

apresentou dominancia do atributo caramelo (4,8 a 6,1 s) diferente das demais regides. Os

atributos dominantes frutado (5,6 a 6,3 s e 10,5 e 18,6 s) e acucar caramelizado (16,5 s) foram

percebidos, em conjunto, somente na regido Sul de Minas em Carmo de Minas. No entanto, o

atributo cana-de- acucar foi percebido na regido Sul de Minas em Trés Pontas (10,1 a 10,7 s) e
em Carmo de Minas (9,7 e 11,6 s), frutado em Matas de Minas (13,5 s) e em Trés Pontas (11,6

s), herbaceo em Monte Carmelo (12,5 s) e Matas de Minas (entre 12,4 e 13,7) ambas no

controle.
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Figura 6 - Curvas de Dominancia Temporal das sensac¢fes (TDS) em café natural.
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O tratamento com café descascado apresentou diferentes atributos. Somente na regido
de Monte Carmelo o atributo caramelo (11,6 a 16,8 s) foi detectado no controle. O atributo
frutado foi percebido em dominéancia na regido Sul de Minas em Trés Pontas (6,2 a 6,7 s) e em
Carmo de Minas (6,4 a 7 s), amadeirado no Cerrado (11,6 a 16,8 s) e no controle em Matas de
Minas (11,9 a 12,3 s) e chocolate (entre 5,6 e 13,6 s) em Matas de Minas e no controle em Sul
de Minas na cidade de Trés Pontas (5,5 e 6,5 s).
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Figura 7 - Curvas de Dominancia Temporal das sensac¢fes (TDS) em café descascado.
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4. Discussao

O processo fermentativo de café ocorre de forma espontanea pelos microrganismos
epifiticos presentes no fruto. Bactérias e leveduras sdo predominantes na fermentac&o de café e
foram estudadas nos processamentos utilizados na pos-colheita (AGATE; BHAT, 1966;
SILVA et al., 2000; SILVIA et al., 2008; VILELA et al., 2010; EVANGELISTA et al., 2015;
MASOUD et al., 2004). No entanto, estudos sobre a conducdo da fermentacdo em diferentes
ambientes em biorreatores com inducdo a anaerobiose pela propria microbiota epifitica ainda
nao foram relatados.

A populacdo de bactérias foi predominante durante todo o processo fermentativo de café
conduzido em sistema de anaerobiose induzida (Tabela 3) e apresentaram maior diversidade de
espécies em relacdo as leveduras (Figura 1). Alguns autores demonstraram que nos
processamentos seco e semi-seco sem a utilizacdo de biorreatores, contagens superiores de
bactérias foram encontradas no tempo inicial de fermentacdo e no decorrer do processo as
leveduras tiveram contagens superiores (SILVA et. al., 2008; VILELA et al., 2010). Pode-se
inferir que as condigdes dentro do biorreator, tais como temperatura, oxigénio e atividade de
agua podem ter favorecido a predominéncia do grupo de bactérias. Diferencas nos teores de
umidade e a composicdo quimica do grdo também afetam a competicdo pelo substrato e
consequentemente na distribuicdo da populacdo microbiana (SILVA, et al., 2008).

A populagdo microbiana foi afetada de acordo com o processo utilizado. Do inicio da
fermentacdo ao T1 no processo natural houve aumento da contagem populacional, no entanto,
para o café descascado houve decréscimo. Os resultados estdo de acordo com os estudos de
Martins et al. (2020) em café fermentado em sistema fechado em anaerobiose pela microbiota
epifitica e sem utilizacdo de &4gua em diferentes altitudes. Assim, no T1 de fermentacéo, a
contagem populacional foi superior no processamento natural em relacdo ao café descascado.
Em virtude da utilizacdo do fruto inteiro, o café natural apresenta maior teor de mucilagem e
polpa para o desenvolvimento e permanéncia dos microrganismos (BOREM, 2008).

Diferencas entre as contagens de microrganismos em cada regido foram detectadas
(Tabela 3). Além da temperatura, umidade, composicéo da polpa, a variedade (SILVA et al.,
2008) e altitude (LEONG et al., 2014; MARTINS et al., 2020) também influenciaram a
microbiota. A populacdo maxima de bactérias foi detectada na variedade Catucai Amarelo
seguida pela Rubi nas regides a 885 a 936,35 m de altitude, respectivamente. A populacéo de
leveduras atingiu contagem maxima em 1.161 m de altitude na variedade na variedade Bourbon

Amarelo. Os resultados estdo de acordo com a pesquisa de Martins (2020), a populagcdo maxima
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de leveduras (6,5 log UFC/g) foi detectado em 1.200 m de altitude no café natural. A populagéo
méaxima de bactérias mesofilicas (9,5 log UFC/g) foi detectada a 900 m de altitude, no entanto
as BAL variaram nas diferentes altitudes (800, 1000 e 1.200 m). Os autores relataram que a
diferenca pode estar relacionada a altitude e outros fatores como temperatura, oxigénio, acidez
e alcalinidade. Houve aumento na populacdo de BAL durante o processo fermentativo, as
condigOes de fermentagdo proporcionaram o crescimento populacional deste grupo microbiano
devido a baixa disponibilidade de oxigénio (BRESSANI et al., 2018). Evidenciou-se que as
diferentes variedades e as condi¢des ambientais afetaram a populagédo de microrganismos. Em
cada regido apresentou tempos de fermentacao diferentes que foram determinados pela variagéo
da temperatura no interior da massa. As diferentes variedades, e teor de solidos soluveis,
alteraram a microbiota e consequentemente a varia¢do da temperatura nos biorreatores. Durante
0 processo fermentativo de cafés, quando a temperatura maxima de fermentacao foi atingida
simultaneamente foi detectado maior contagem populacional de microrganismos
(VELMOUROUGANE, 2013).

No final da fermentacdo, a temperatura média no interior da massa de café nas regides
estudadas variou de 26 a 30 °C, a temperatura € um parametro de referéncia para determinar a
finalizagdo da fermentacdo nos biorreatores. Durante 0 processo ocorre 0 aumento da
temperatura na massa do café devido as reacfes exotérmicas dos microrganismos presentes
(JACKELS; JACKLS, 2005), em conjunto de outros fatores irdo determinar o tempo de
fermentacdo. A temperatura caracteriza o final do processo fermentativo devido ao decréscimo
populacional dos microrganismos, ap0s este periodo ocorre diminuicdo da qualidade da bebida
(VELMOUROUGANE, 2013). Por isso, é importante o controle do processo de fermentacéo,
pois pode-se obter atributos desejaveis e evitar atributos indesejaveis (LEE et al., 2015).

Durante a secagem, nos dois processos, café natural e café descascado a contagem
populacional decresceu ou ficou abaixo do limite de detecgéo (<2 log UFC/g) devido a umidade
atingir 11% o que n&o favorece o crescimento microbiano (BRANDO; BRANDO, 2015).

As bactérias mesofilicas foram detectadas com maior abundancia no café natural e
descascado. Na regido Sul de Minas, na cidade de Trés Pontas Staphylococcus warneri se
destacou (8,87 log UFC/g) no processo de café natural, no entanto também esteve presente no
café descascado atingindo 5,69 log UFC/g. Também foi detectado no café natural em Carmo
de Minas com contagem populacional de 5,30 log UFC/g. Nos estudos de Evangelista et al.,
(2015), essa bactéria foi detectada em predominancia em processo fermentativo de café em uma
fazenda em Lavras na Regido Sul de Minas. A sua atividade na fermentacao do café ainda nédo

é esclarecida. Staphylococcus warneri integra o grupo estafilococos coagulase negativo, esses,
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tem sido relatado em fermentacdo de carnes e contribuem para o sabor pelo metabolismo de
carboidratos, aminoacidos e acidos graxos (MAINAR et al., 2017).

As espécies Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Leuconostoc mesenteroides e Weissella cibaria foram detectadas em ambos os processos. Essas
bactérias foram relatadas na literatura em diferentes processamento fermentativo de café
(EVANGELISTA et al., 2015; VILELA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2018). A espécie B.
subtilis foi caracterizado por apresentar atividade pectinolitica com capacidade de degradar a
polpa e mucilagem dos frutos e reportada pela producdo de acidos organicos como &cido
succinico (SILVA et al. 2013). L. brevis e L. plantarum s&o bactérias acido-laticas também
reportadas por apresentar atividade pectinolitica (AVALLONE et al., 2002). L. plantarum foi
relatada como uma das bactérias predominante durante o processo de fermentacédo de café pelo
processamento semi-seco (VILELA et al., 2010).

Independente da regido analisada os géneros Leuconostoc e Lactobacillus estiveram
presentes. Esses microrganismos sdo comumente encontrados em processos fermentativos de
café (DE BRUYN. et al., 2017; DE CARVALHO NETO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018;
DE OLIVEIRA JUNQUEIRA et al., 2019; MARTINS et al 2020). No presente estudo,
Pediococcus pentosaceus foi isolada pela primeira vez em fermentacdo de café, detectada no
Cerrado e Matas de Minas, portanto, ndo ha relatos disponiveis sobre o efeito dessa bactéria no
processo fermentativo de café. Essa espécie homofermentativa é relatada na literatura pela sua
capacidade de produzir substancias inibidoras como as bacteriocinas (BAGENDA et al., 2008;
ANASTASIADOU et al, 2008; SADISHKUMAR; JEEVARATNAM, 2018;
VIDHYASAGAR; JEEVARATNAM, 2013).

A distribuicdo de BAL podem ser afetadas pela altitude e clima, assim, encontra-se
diversidades variadas em diferentes altitudes (LEONG et al., 2014). Neste estudo, a distribuicédo
das BAL pode ter sido afetada pela altitude e processos. Nas regides localizadas em altitude a
963,35 e 885 m de altitude L. brevis foi detectada somente no café natural no Cerrado, no
entanto P. pentosaceus foi detectada apenas no café descascado no Cerrado e no café
descascado a populacdo foi diferente nas duas cidades. A bactéria Leuconostoc lactis foi
encontrada somente na regido localizada a 1.161 m de altitude no café descascado. As BAL,
além de auxiliar na remocéo da polpa de café, contribuem para a reducdo de pH, acidifica o
meio e evita a sobrevivéncia de microrganismos patdégenos (HOLZAPFEL; WOOD, 2014).

As leveduras sdo estudadas devido ao desempenho na fermentagédo e na producdo de
compostos volateis formadores de precursores de aroma e sabor, influenciando positivamente
na qualidade da bebida (EVANGELISTA et al., 2014a; EVANGELISTA et al., 2014b;



71

RIBEIRO et al., 2017). Os géneros de leveduras detectadas foram Saccharomyces, Candida,
Torulaspora, Meyerozyma e Hanseniaspora. Essas leveduras sédo frequentemente relatados
como produtores de enzimas pectinoliticas (MASOUD; JESPERSEN, 2006a; FENG et al.
2016; AGATE; BHAT, 1966; SILVA et al. 2008). A espécie Hanseniaspora uvarum foi comum
em todas as regifes estudadas. H. uvarum foi detectada em processamento semi-seco
(MASOUD et al., 2004) e em processamento Umido como predominante (ELHALIS et al.,
2020). Saccharomyces cerevisiae foi detectada com maior abundéncia no Cerrado. Essa
espécie produz metabolitos que podem conferir qualidade na bebida de café (SILVA et al.,
2013), no entanto tem sido relatada ser dependente da cepa (RIBEIRO, et. al., 2017).

Bactérias e leveduras isoladas no tempo de 12 h a 48 h de fermentacdo predominam o
processo fermentativo no café (VILELA et. al., 2010; ELHALIS et al., 2020). Microrganismos
que dominam no processo fermentativo tem sido usado como culturas iniciadoras que por sua
vez sd0 cepas que possuem a capacidade de produzir alcoois e acidos, aléem de outras
propriedades, que fornecem caracteristicas positiva na bebida (MARTINEZ et al., 2019). A
diversidade em cada cidade indicou microbiota especifica para a regido geografica e pode
influenciar na composi¢do quimica e nos sabores de cafés. Pichia kluyveri foi detectada
somente na regido de Matas de Minas e apresentou dominancia no processo fermentativo
poderia ser utilizada como cultura iniciadora em café nesta localidade. Essa espécie foi relatada
como alta produtora da enzima poligalacturonase (PG) e podem degradar a pectina no processo
fermentativo de café além de estar relacionada com a inibicdo de crescimento e producdo de
ocratoxina A (OTA) (MASOUD; JESPERSEN, 2006a; MASOUD; KALTOFT, 2006b). Na
regido Sul de Minas Torulaspora delbrueckii foi detectada somente em Trés Pontas e nesta
mesma cidade H. uvarum foi predominante. Em Carmo de Minas Saccharomyces cerevisiae foi
detectada em dominancia no processo, portanto essas leveduras poderiam ser utilizadas como
cultura iniciadora nesta regido, podem apresentar capacidade pectinolitica e producdo de
compostos desejaveis (SILVA et al., 2013). A levedura Saccharomyces cerevisiae também
poderia ser utilizada como cultura iniciadora na regido Cerrado, esteve em predominancia.

O éacido clorogénico, a trigonelina juntamente com a sacarose sdo precursores de aroma
e sabor relacionados com a qualidade da bebida final (DE MARIA et al., 1994). O acido
clorogénico faz parte do grupo dos compostos fendlico gera acidos fendlicos livres (FARAH;
DONANGELO, 2006). A trigonelina gera piridina, alquil-piridinas e pirrdis caracterizados com
caracteristicas de sabores apreciaveis (VIANI; HORMAN, 1974; YANG et al., 2016). A
sacarose participa das reacbes Maillard durante o processo de torrefacdo conferindo as

caracteristicas de aroma e cor (FLAMENT, 2002). A variedade do café influencia na
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concentracdo de cafeina, acido clorogénico e sacarose nos diferentes processamentos
(TOLESSA et al., 2019). A trigonelina esteve relacionada aos cafés fermentados em
biorreatores em altos niveis em relacdo ao controle. O mesmo foi observado por Martinez at
al., (2017) e por Bressani et. al., (2018) onde os cafés fermentados em bioreatores de
poliestireno apresentaram maior concentracdo em relacdo aos cafés que ndo passaram por este
tratamento. Quanto a diferenca entre os niveis de sacarose nos tratamentos, altos niveis de
sacarose em cafés fermentado em biorreatores pode estar relacionado com atividade de uma
enzima enddgena, a sacarose fosfato sintase, auxiliando na importacdo e mobilizacdo de
carboidratos (WENDLER et al., 1990). Os microrganismos podem ter contribuido para a agao
desta enzima devido a alteracdo do pH pela producdo de acidos (RIBEIRO et al., 2018). A
presenca da sacarose em graos verdes foi correlacionada positivamente com cafés com as
melhores caracteristicas sensoraiais e maior acidez, e tem sido relatado como importante
precursor do sabor e aroma (BOREM et al., 2016). Ao comparar compostos quimicos de cafés
especiais e comerciais, Know e colaboradores (2015) encontraram maiores teores de sacarose
em cafés especiais e a presenca deste composto esteve relacionado positivamente com cafés de
qualidade.

Diferencas entre os niveis de &cido clorogénico foram encontrados em gréo verde de
Coffea arabica variedade Catuai Amarelo, houve aumento durante a fermencdo de café
fermentado em biorreatores processados pelo método semi-seco (MARTINEZ et al., 2017). A
presenca deste acido esta relacionada ao estdgio final de maturacdo do fruto. O &cido
clorogénico € deslocado do interior do fruto para a parte externa, devido ao mecanismo de
defesa contra o ataque de microrganismos (FAGAN et al., 2011). A concentracdo do CGA em
grdos verdes é afetado de acordo com o processamento aplicado e durante a torrefacdo pode
estar relacionado com a producdo de compostos volateis (SELMAR et al., 2015). Neste estudo,
os altos niveis foram correlacionado aos cafés fermentados em biorreatores. Baixos niveis de
acido clorogénico foram relatados por De Bruyn e colaboradores (2017), em cafés processados
pela via natural, os autores relacionaram que a aeracao lenta e posterior reducdo da umidade
podem ter contribuido para a degradacdo do &cido clorogénico por enzimas enddgenas. Esse
fator pode ter contribuido para os baixos niveis de sacarose no controle.

Os niveis de acido latico foram mais altos na fermentacdo conduzidas em biorreatores
(Figura 4), como esperado, com base na populacdo de bactérias acido laticas (Tabela 3) e em
sua diversidade de espécie presente (Figura 1). Bactérias acido-laticas como Weissela,
Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus (EVANGELISTA et. al., 2015; LEONG et al., 2014;
SCHILLINGER etal., 2008; HADIPERNATA; NUGRAHA, 2018) podem ter contribuido para
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este fato. Os biorreatores fornecem baixa disponibilidade de oxigénio o que favorece o
crescimento de bactérias &cido-laticas e a producdo do acido latico (AVALLONE et al., 2002;
BRESSANI et al., 2018; WANG et al., 2019). A presenca do acido latico auxilia na acidificacéo
sem afetar a qualidade, uma vez que acidificacdo eleva a qualidade da bebida final (PENUELA-
MARTINEZ; ZAPATA-ZAPATA; DURANGO-RESTREPO, 2018), sendo a acidez é um
indicador de qualidade (SILVA et. al., 2008; SUNARHARUM; WILLIAMS; SMYTH, 2014).

A glicose apresentou altos niveis no controle (Figura 4) enquanto baixos niveis foram
detectados no café fermentado. Uma possivel explicacdo para baixos niveis de glicose em cafés
fermentados, pode estar relacionado com a alta atividade microbiana, a contagem populacional
maxima atingiu 9,17 log UFC/g. Em processamento seco e semi-seco sem fermentacdo em
sistemas fechados com inducdo a anaerobiose, a contagem méaxima atingiu entre 4 e 5 log
UFC/g e entre 7 e 8 log UFC/g, respectivamente (EVANGELISTA et al.,, 2014a;
EVANGELISTA et al., 2014b). Os acucares como a glicose podem ser utilizados pelos
microrganismos, assim, diminuindo a disponibilidade (SILVA et al., 2008; JACKELS;
JACKELS, 2005). O processamento pode afetar a concentracdo da glicose (KNOPP; BYTOF;
SELMAR, 2006). Além disso, a auséncia de condi¢cdes anoxicas favorecem concentracoes
superiores de monossacarideos livres em café verde (DE BRUYN et al.,, 2017). Logo,
biorreatores com inducgdo a anaerobiose podem ter contribuido para os baixos niveis da glicose
no espectro de RMN de 'H para a glicose nos graos fermentados em biorreatores.

Sabe-se que o perfil quimico do café é influenciado por fatores pré e p6s colheita, no
entanto o perfil quimico do gréo torrado ainda pode apresentar informacdes metabolicas do
fruto e manter informacGes sobre a origem geografica (SANTOS; ALVARENGA; BOFFO,
2020). Infere-se que a variedade e as condic¢des na regido Sul de Minas em Carmo de Minas
pode estar relacionado com a separacao das demais cidades, tendo em vista que a cidade de
Carmo de Minas difere-se pela variedade (Bourbon Amarelo) e sua altitude superior (1.161 m).
Os compostos quimicos que contribuiram para essa diferenciacdo foram o &cido clorogénico e
acido quinico. O acido clorogénico apresenta propriedade antioxidante (OESTREICH-
JANZEN, 2010). O é&cido quinico € um dos produtos de degradacdo do &cido clorogénico e
pode estar relacionado com amargor (WEI et al., 2014; GINZ et al., 2000; JAISWAL et al.,
2012; SHIBAMOTO, 2015). Diferencas dos teores de acido clorogénico e &cido quinico em
gréo torrado entre distintas cultivares foi relatado por Kitzberger e colaboradores (2017).

As curvas de TDS variaram com a regido e com o tipo de processamento pos colheita
realizado. Assim, os distintos atributos para cada processo e tratamento permitiu variedade de

atributos quanto a escolha do consumidor em relacéo a preferéncia. Diferencas sensoriais entre
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regides foram encontradas e a presenca da diversidade de espécies em cada fazenda pode ter
influenciado devido a producéo de compostos volateis (EVANGELISTA et al., 2015). A bebida
final de café caracteriza-se por apresentar complexidade de sabores (EVANGELISTA et al.,
2014a; EVANGELISTA et al., 2014b).

Dentre as regides estudadas, a maior diversidade de bactérias acido-laticas foi detectada
no café natural no Cerrado e no café descascado em Matas de Minas, curiosamente os atributos
caramelo e chocolate foram dominantes e especificas nas respectivas regies. Pichia kluyveri
foi detectada somente no café descascado em Matas de Minas e pode estar relacionado ao
atributo chocolate. Saccharomyces cerevisiae foi detectada em predominancia e em 100% de
abundancia no café natural no cerrado e pode estar relacionado com o atributo caramelo. A
dominéncia do atributo frutado foi comum na regido Mata de Minas no café natural e no Sul de
Minas em Trés Pontas no café descascado e em ambas as regides foi detectado maior contagem
populacional de bactérias mesofilicas. Na cidade Carmo de Minas no café natural mais atributos
foram detectados em dominancia (Frutado e aglUcar caramelizado) concomitantemente foi
detectado maior contagem populacional de leveduras (6,30 log UFC/g). No café descascado
também foi detectado contagem populacional superior de leveduras (4,59 — 4,97 log UFC/g) e
maior diversidade de espécies de leveduras, todos os atributos foram percebidos. A populacdo
de microrganismos influenciou o perfil sensorial, contudo, o uso de biorreatores modulou a
percepcao sensorial devido a alta populacdo microbiana. Nos cafés fermentados em biorreatores

foi detectado maior diversidade de atributos em relacdo ao controle.
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Concluséao

A diversidade e abundancia da microbiota dominante foi conhecida nos cafés
fermentados em biorreatores em cada regido produtora de café do estado de Minas Gerais,
Brasil. A conducdo da fermentacdo em sistema de batelada fechado, sem adicdo de agua e
anaerobiose induzida impactou o perfil microbioldgico, quimico e sensorial. Dentre 0s grupos
microbianos estudados, as bactérias foram as dominantes durante todo o processo fermentativo
conduzido nos biorreatores. A diversidade em cada fazenda indicou uma microbiota especifica
para a regido geogréfica e influenciou nos sabores. A diversidade de leveduras forneceu
informacBes importantes sobre possiveis culturas iniciadoras para serem utilizadas nas
diferentes regides. A microbiota apresentou comportamento diferente nas distintas variedades,
devido as diferentes altitudes e condi¢Ges de fermentagdo como a temperatura que variou nas
regides. As regides, atitude e temperatura alteraram a diversidade e qualidade do café. Na regido
Sul de Minas localizada a 1.161 m de altitude apresentou maior contagem populacional de
leveduras e mais atributos foram percebidos em dominancia durante a anlise sensorial. O café
descascado apresentou populacdo méaxima e maior diversidade de leveduras e todos os atributos
foram percebidos. Dentre os cafés descascados maior diversidade de leveduras foi detectada na
regido Sul de Minas em Trés Pontas, o atributo cana-de-agucar foi detectado em dominéncia
apenas nesta cidade. A andlise pela espectroscopia de RMN de H permitiu a caracterizacéo
quimica dos cafés fermentados, sendo o &cido latico detectado em altos niveis. Nos cafés
fermentados em biorreatores, mais compostos quimicos precursores de qualidade foram
relacionados aos graos de café verde. Maior diversidade de atributos foram percebidos em café

fermentados em biorreatores.
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ANEXO 1. Material complementar

Figura 1 - Heatmap dos isolados (%) das espécies de bactérias e leveduras presentes no café natural e descascado no T1 de
fermentacdo conduzida em sistema de batelada fechado, sem adi¢do de agua e anaerobiose induzida biorreatores,
identificadas pelo sequenciamento. A escala mostrada no final da imagem.

Espécies identificadas Café natural Caf¢ descascado Café natural e descascado MNimero de acesso®
TP LAT MC TP CM LAJ MC TP CM
I — Acinerobacter johnsonii 102 MH119667.1
Acinerobacter ovyzae 6.2 26 MH712975.1
@ Arthrobacter koreensis KY660476.1
2 Bacillus sp FJ948786.1
= Bacillus cereus HQ238772.1
% Bacillus subtilis HQ670592.1
= Cellulosimicrobium sp MN601283.1
@ Enterobacter cloacae MN310004.1
E Enterobacter hormaechei MEKO68191.1
= Lactobacillus brevis MN431357.1
o [:ua Lactobacillus plantarum KF929426.1
-2 Leuconastoc lactis CP042390.1
‘g Leuronostoc mesenteroides NMIN559405.1
5 § Stapilococcus epidermidis LR735440.1
% g Staphylococcus warneri MN696563.1
; i Weissella cibaria MNT20515.1
= = — Zymomanas mobilis HM102366.1
(E g - Lactobacillus brevis MN431357.1
= Lactobacillus plantarum KF929426.1
E Leuconostoc mesenteroides MN559799.1
= Pediococcus pentosaceus MNT04679.1
& — Weissella cibaria MN720515.1
Candida glabrata MH699024.1
& Hanseniaspora opuntiae MN268780.1
S Hanseniaspora uvarum K¥Y103556.1
3 Meyerozyma caribbica MN244375.1
E Saccharomyces cerevisiae MN648705.1
Pichia duyveri MN371880.1
T —_— Torulaspora delbrueckii MN371902.1
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*Numero de acesso ao banco de dados Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi);
MC: Monte Carmelo (Cerrado); TP: Trés Pontas (Sul de Minas); CM: Carmo de Minas (Sul de Minas); LAJ: Lajinha (Matas de Minas).
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Figura 1 - Dendograma obtido por analise de agrupamento dos espectros de referéncia
MALDI-TOF MS das bactérias mesofilicas no café natural. A Monte Carmelo. B

Carmo de Minas. C Trés Pontas. D Lajinha.
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Figura 2 - Dendograma obtido por anélise de agrupamento dos espectros de referéncia
MALDI-TOF MS das bactérias mesofilicas no café descascado. A Monte
Carmelo. B Carmo de Minas. C Trés Pontas. D Lajinha
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Figura 3 - Dendograma obtido por anélise de agrupamento dos espectros de referéncia
MALDI-TOF MS das bactérias acido-laticas no café natural. A Monte
Carmelo. B Carmo de Minas. C Trés Pontas. D Lajinha
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Figura 4 - Dendograma obtido por analise de agrupamento dos espectros de referéncia
MALDI-TOF MS das bactérias acido-laticas no café descascado. A Monte
Carmelo. B Carmo de Minas. C Trés Pontas. D Lajinha
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Figura 5 - Dendograma obtido por andlise de agrupamento dos espectros de
referéncia MALDI-TOF MS das leveduras no café natural. A Monte
Carmelo. B Carmo de Minas. C Trés Pontas.
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Figura 6 - Dendograma obtido por analise de agrupamento dos espectros de referéncia
MALDI-TOF MS das leveduras no café descascado. A Monte Carmelo. B
Carmo de Minas. C Trés Pontas. D Lajinha
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